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Les enfants se contaminent souvent. — On sait la trés grande 
sensibililé des enfants du premier age 4 l infection tubercu- 
leuse qui prend chez eux, généralement, un caractére aigu et 
les enléve en peu de temps. 

A vrai dire, le bacille de Hansen n’exerce pas une action 
aussi nocive que le bacille de Koch. II peut persister jusqu’a 
Lage le plus avancé sans hater Ja mort des malades qui en sont 
porteurs. Mais comme son congénére, il semble se transmetire 
plus facilement a l’enfant. La lépre infantile n’est pas rare, et 
nous savons qu’au contact de leurs parents lépreux les jeunes 
se contaminent trés fréquemment. 

Pour citer un exemple, ]’un de nous a vu, au Brésil, une 
famille de sept enfants, tous entachés plus ou moins gravement 
du fait de la mére lépreuse, depuis la fille ainée, Agée de dix- 
sept ans. jusqu’au plus jeune fils qui ne comptait que vingt- 
trois mois. 

Cet exemple et beaucoup d’autres qu’on pourrait y ajouter 
sembleraient indiquer qu’il existe, comme pour la tuberculose, 
une sensibilité particuliére dans le jeune age. 
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Ultra-virus hypothétique. — La transmission héréditaire a 
méme récemment connu un regain d’actualité a la suite des 
publications qui ont mis en évidence un ultra-virus lubercu- 
leux. Cet ultra-virus souffre aujourd'hui un grand discrédit & la 
suite des expériences de filtration rapide du virus tuberculeux 
faites par Martomadjo (1), Walker et Sweeney (2), Plotz et 
Choucroun (3). En rassemblant par électrophorése les parti- 
cules solides contenues dans les fillrats, ces observateurs ont 
reconnu la présence, au lieu d’éléments infravisibles, de bacilles 
acido-résistants typiques. La méme expérience a été reprise 
dans notre laboratoire et sur nos indications par Peltier et 
Choucroun (4), avec le bacille de Stefansky. Ces deux savants, 
dans les cas ot les filtrats se sont montrés pathogénes pour les 
animaux, ont trouvé des bacilles typiques & l’anode. 

Il semble que les hacilles acido-résistants jouissent d’une 
propriété qui fait défaut aux germes qu'on mélange avec eux, 
comme témoins de l’étanchéité de la bougie. Il y en a quelques- 
uns qui passent par les pores, alors que les autres se trouvent 
relenus. 

Pourquoi en passe-t-il si peu qu’il faille employer un artifice 
pour les trouver et qu’on ait pu formuler l’hypothese de lexis- 
tence dun ultra-virus? 

La réponse 4 cette question, nous croyons la découvrir dans 
une observation trés intéressante de M'® Choucroun. Cette 
habile expérimentatrice a vu que les bacilles de la lépre sont 
polarisés, c’est-a-dire que, se dirigeant par une de leurs extré- 
mités vers le pole positif, ils se retournent, si l’on inverse le 
courant, pour se rendre, la méme pointe en avant, du cdté de 
l’anode. 

Cette polarisation explique la facullési grande d’ageglutination 
en disposition paralléle, que possédent ces germes, le péle 
positifde l'un s’accolant au pdle négatif de l’autre et vice-versa. 
Elle permettrait aussi d’en inférer que les bacilles qui fran- 
chissent les pores de la bougie, sont les premiers qui se pré- 
sentent, les autres étant arrétés, non par adhérence a la paroi 
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capillaire, mais par attraction des bacilles retenus a la surface 
qui forment rapidement un feutrage plus imperméable a ces 
germes que la bougie poreuse. 

Quoi qu'il en soit, les expériences de fillration suivies d’élec- 
trophorése et l’absence de bacilles dans tous les cas de non infec- 
lion, nous permeltent de conclure 4 l’inexistence de cet ultra- 
virus qui, pour un temps, a joui d’une vogue injustifiée. 


Contamination /n utero. — Cest sur ce virus hypothétique 
que certains auteurs se sont basés pour affirmer la contami- 
nation 7m wlero. Nous pouvons déduire aujourd'hui, de ce que 
nous venons d’exposer, que si celle-ci se produit, ce n’est pas 
un ultra-virus qaien est la cause, mais le bacille lui-méme, et 
les cas, s'il en existe, restent tout a fait exceptionnels. 

Sugai et Mononobe (1), Pineda (2) auraient trouvé des hacilles 
de Hansen dans le sang du cordon au moment de |’accouche- 
ment des méres lépreuses. 

Les auteurs japonais accusent la présence du bacille de 
Hansen, dix fois sur douze, dans le sang de nouveau-nés, aprés 
accouchement de méres |épreuses et dans le sang d’un enfant 
de mére contaminée, mort a dix-sept mois, de pneumonie. 
Pineda aurait rencontré 57 placentas infectés sur 104 accou- 
chements observés 4 Culion. En examinant le sang du cordon 
des nouveau-nés, il a trouvé le bacille de Hansen dans 
24 p. 100 des cas. Etant donné, ajoute-t-il, le trés petit nombre 
de cas de lépre précoce qu’on observe sur les enfants lépreux, 
il faut croire que les tissus du fvetus ont le pouvoir de détruire 
le germe infectieux. 

Sans contester la réalité de ces observations, nous croyons 
devoir signaler une particularité du bacille lépreux qui, quand 
nous l’avons reconnue, nous a permis de rectifier nos erreurs 
du début. Quand, pour examiner des tissus ot: fourmillent, 
comme il arrive généralement, les bacilles de Hansen ou de 
Stefansky, on s’est servi de pinces, couteaux, ciseaux sans les 
stériliser ensuite autrement que par l’ébullition, la mise & 
autoclave ou l’exposition 4 la chaleur séche, il reste sur ces 


(1) Suear et Mononose. Journ. Tokyo Med. Assoc , 27, 1913, ne 8. 
(2) Pinepa. Journ. Philippine Isl. Med. Assoc., 8, 1928, n° 2. 
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instruments une quantité invraisemblable de germes, morts il 
est vrai, mais toujours acido-résistants. Ceux-ci se déposant sur 
des tissus indemnes, manipulés ultérieurement, pvuvent en 
imposer pour une infection alors quil ne s’agit que dun 
simple transport. 

Faut-il croire que cette cause d’erreur ait été méconnue des 
auteurs précités? Nous craindrions de l’avancer sans connaitre 
au préalable leur avis personnel. Mais s’il en était ainsi, on 
s'expliquerait sans peine que, malgré tant de bacilles qui 
semblent passer par les vaisseaux du cordon, il y ait si peu 
d’enfants contaminés parmi ceux que suit Pineda. 


Transmission héréditaire non vérifiée. — Si nous pouvons 
en juger par ce qui se passe chez le rat, il nous faut croire que 
les cas de contamination héréditaire sont plus rares encore. 
Malegré la chronicité de la maladie, la lépre chez cet animal 
évolue plus vite que chez homme L’envahissement massif 
des organes génitaux entraine la stérilité, mais, avant que l’in- 
fection soit si avancée, nous n’avons jamais vu, sur des cen- 
taines d’exemple ot le virus s’était déja répandu dans tous les 
organes de la mére, celle-ci donner naissance & une progéni- 
ture infectée. 


Contamination des jeunes. — La contamination des jeunes 
au voisinage d’une mére atteinte d’ulcéres bacilliféres est 


cependant la régle. 
Voici une expérience qui le montre : 


Expkrience 92%. — Le 20 mars 1934 (expérience 860) on inocule 3 rats 
avec des bacilles conservés quatorze jours a l’étuve 4 37° dans un milieu a 
pli = 6,5. Un rat de celle série a été reconnu infecté le 26 avril 4 l’autopsie. 
En octobre, une femelle porte au point dinoculation un volumineux léprome 
qui, le 22 octobre, s'ulcére. On la reconnait pleine et on J'isole le 23 pour 
savoir ce que deviendra sa progéniture. Le 25 octobre, elle met bas six petits 
bien portants. Mais, dans la suite, quelques-uns restent chétifs, évidemment 
parce quils ne s’alimentent pas, la glande mammaire postérieure droite ayant 
fondu avec le léprome, et quatre meurent successivement, indemnes appa- 
remment d’infeclion lépreuse. Le 16 février 1935, il ne reste plus que deux 
pelits, Jes plus robustes, qui sont bien portants. On les sépare de la mére. 
Le 8 novembre 1935, ils paraissent toujours normaux. Le 3 décembre, on les 
trouve encore bien en chair, bien en poil et, étant donné qu'il s’est écoulé 
plus d’un an depuis leur naissance, on décide de les sacrifier, pour vérifier 
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Sils restent toujours indemnes, On tue l'un le 7, l'autre le 12 décembre, ét on 
constate que l'un et l'autre sont infectés. Voici le détail de l’examen : 

~4° Tous les organes sont reconnus normaux, seuls les ganglions sous- 
maxillaires paraissent trés développés, Les ganglions inguinaux et axillaires 
tout petits se montrent indemnes d'infeclion. Il en est de méme du foie et 
de la rate. On ne découvre aucun bacille spécifique dans les frottis pro- 
venant de ces organes. Dans les ganglions médiastinaux, on colore sans 
peine des bacilles de Stéfansky ne paraissant intéresser que quelques 
cellules de place en place. 

La chaine ganglionnaire sous-maxillaire est extraile avec les glandes 


E.MetaLlni Kore 


Fic. 1. — Manchons prévagculaires d/histiocytes jeunes autour des capillaires 
inleracineux de la glande de Harder. 


sublinguales et fixées au liquide de Bouin-Duboscq. Qn retire et l'on fixe de 
méme les ganglions médiastinaux, le thymus et les deux yeux. 

90 L’examen des coupes faites de ce matériel nous a permis de constater 
Ja présence d'une énorme quantité de bacilles dans les ganglions sous- 
maxillaires et sublinguaux et d'une infeclion discréte des ganglions médias- 
tinaux. Etant donné ce que nous savions du passage rapide des germes, 
entrés par la voie oculaire, dans les ganglions sous-maxillaires, nous avons 
préjugé que la contamination avait du se faire par l’cil. 

Le ganglion orbitaire des deux cétés renferme de nombreux bacilles. Dans 
la glande de Harder (fig. 1, 2 et 3), les capillaires qui cheminent entre 
les acini sont entourés de manchons lymphoides qui, par places, ont pris 
un développement tel qu’ils élreignent et alrophient le tissu glandulaire en 
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se chargeant de germes. La partie interne de la glande a disparu et ge 
trouve remplacée par un vérilable follicule. Le lobe le plus interne est 
transformé en un léprome typique, le reste du follicule est formé de lym- 
phocyles avec un semis de cellules épithélioides remplies de bacilles. 

3° L’examen complet du deuxiéme rat, tant par frottis que par coupes, nous 
retrace le méme tableau. 


Fic. 2,— A un stade ultérieur, dans un espace interacineux, l’apport cellu- 
laire comprime le tissu glandulaire, un certain nombre de cellules épithé- 
lioides se transforment en cellules lépreuses. 


Il est donc hors de doute que, quand de petils rats vivent 
au contact d’une mére portant un ulcére septique, ils se conta- 
minent facilement par la muqueuse oculaire qui représente la 
voie la plus commode 4 l’introduction du virus. A la faveur 
des humeurs qui la maintiennent constamment humide, la 


SENSIBILITE AU VIRUS LEPREUX 589 


conjonctive représente un milieu particulitrement favorable a la 
conservation des germes. Les cellules migratrices font le reste. 


Fic. 3. — L'apport cellulaire est énorme, la glande a disparu. Elle est rem- 
placée par un amas de cellules histiocytaires jeunes et par des foyers 
lépreux composés de cellules épithélioides infectées. 


Si cette expérience nous indique la facile contamination des 
jeunes, elle ne nous éclaire pas sur la sensibilité spéciale du 
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jeune Age, puisque les expériences que nous rapportons Cl- 
dessous nous ont révélé que la conjonctive est aussi accessible 
a linfection lépreuse chez les adultes. 


Contamination des adultes. — Nous avons pu nous rendre 
compte que des adultes laissés en contact avec des animaux 
ulcérés se contaminent en un temps d’une brieveté surpre- 
nante en raison de la chronicité prononcée de la lépre du 
rat. 


Expéntence 1009. — Le 24 janvier 1936, 9 femelles, qui avaient éLé inoculées 
dans l’aine droite le 27 novembre 1935, présentent de petits nodules au point 
dinoculation. Elles se trouvert réparties en deux cages; on met dans cha- 
cune un male adulte pour tenter de féconder ces femelles infectées. Une 
d’entre elles meurt le 10 mars, une deuxiéme le 23 mars 1936 avec des lépro- 
mes sous-cultanés. Dans le courant de juin, les lépromes de quelques-unes 
des femelles survivantes commencent a s‘ulcérer. En aout et septembre 
toutes les femelles portent des ulcéres. 

Les denx males sont sacrifiés, l’un le 29, l'autre le 30 septembre, soit 
apres 249 et 250 jours de contact avec des animaux infeclés et 120 jours 
environ apres l’apparition des premiers ulcéres chez les femelles. Ils sont 
apparemment en trés bon état. A lautopsie, on trouve chez tous les deux 
des lésions sensiblement identiques. A l’ouverture de la peau, on constate 
que les ganglions lymphatiques sont augmentés de volume. Les ganglions 
sous-maxillaires et ceux de la chaine cervicale sont trés riches en bacilles 
acido-résistants. Les ganglions axillaires, quoique assez gros, contiennent 
cependant moins de germes. Celte différence est surtout nette chez un 
dentre eux. Les ganglions inguinaux des 2 rats renferment des bacilles 
acido-résistants en nombre notable chez l'un, trés faible chez l'autre. Les gan- 
glions trachéo-bronchiques et médiastinaux sont pelits et on ne voit sur les 
frottis que quelques rares bacilles. En résumé, ces 2 rats ont présenté une 
jnfeclion rapide de type ganglionnaire, 

L’examen des frottis de la vaginale s’est montré négalif et l'état normal 
des testicules indique que le systéme génital est peu ou pas atteint, car la 
dégénérescence de la glande est rapide quand l'infection s’y localise. Les 
frotlis fails avec un peu de tissu prélevé dans l’angle interne de l’ceil, réve- 
lent la présence de trés nombreux bacilles de Stéfansky. 

On a fixé les yeux de 2 rats el aussi les testicules, enveloppés de la vagi- 
nale. L’examen des coupes des teslicules nous révéle que les organes géni- 
taux sont indemnes de toute infection. Au contraire, les yeux avec les 
glandes annexes présentent chez les 2 rats des lésions évidentes d’infec- 
tion oculaire. Le ganglion de langle interne del'cil, le derme des paupiéres 
et de la peau environnante contiennent une énorme quantité de bacilles. 
On trouve quelques nodules lépreux disséminés dans le tissu conjonctif 
entre les muscles de l’ceil. La troisitme paupiére et le canal lacrymal sont 
aussi lrés infectés par endroits. La contamination étant récente, les glandes 
de Harder sont indemnes, et nue présentent qu'une légére infiltration 
lymphocytaire qui précéde Loujours l'envahissement de la glande par les 
hacilles, 
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Nous voyons donc que l'age intervient tres peu pour modi- 
fier la sensibilité du rat & l'infection lépreuse, puisque deux 
males, laissés avec des femelles ulcérées, ont été reconnus 
infectés aprés un contact septique de cent vingt jours seule- 
ment. Le bacille de Stéfansky est un germe qui se développe 
facilement dans un organisme réceptif pourvu qu'il soit bien 
placé. L’ceil a cet égard se montre un milieu particuligrement 
favorable et il ne parait pas besoin d’un plus grand nombre 
de germes pour infecter un adulte que pour contaminer un 
jeune. 


Lépre des jeunes et des adultes. — Pour essayer de trancher 
la question de la plus grande sensibilité dans Je jeune age, 
nous avons inoculé en méme temps des jeunes rats au lende- 
main de leur naissance et des adultes avec 1/10 de centimétre 
cube d'une émulsion bacillaire riche. 

Voici le détail de l’expérience : 


EXPERIENCE 949. — Le 6 mars 1935, A 14 ratons, provenant de deux méres 
saines, nous injectons 1/10 de centimétre cube d'une émulsion trés riche en 
bacilles de Stéfansky, en méme temps qu’d 3 rats adultes. 2 petits rats 
succombent le lendemain de l’inoculation. Le 20 mai, tous présentent, comme 
les témoins, un nodule petit, mais net au point d’inoculation. 4 meurent de 
maladie intercurrente les 7 juin, 4, 6 et 13 juillet, tous porteurs de petits 
lépromes de méme importance que celui qu’on trouve sur un des témoins 
adultes décédé le 27 juillet. 

Méme observation sur 3 autres jeunes rals morts les 31 juillet, 22 aout 
et 2 octobre 1935, sans généralisation de l'infeclion aux ganglions superficiels 
gauches, ni aux organes internes. Ils portent un Iléprome de dimension 
variable suivant la sensibilité particuliére de chacun d’eux. 

Le 7 octobre, sept mois aprés linfection, 3 des derniers sont sacrifiés en 
méme temps que les 2 rats adultes. 

Des trois jeunes rats, l’un porte un ulcére de Ja dimension d'une pitce de 
10 francs. Le léprome sous-jacent s’étend en nappe de l’aine jusqu’aux cotes, 
de la ligne blanche jusqu’a la colonne vertébrale. Les tissus infillrés sont 
durs, épais, les ganglions volumineux, mais on n’observe pas d’extension 
aux organes internes. Le second porte un large ulcére et des lésions 
sensiblement identiques au précédent. Chez le troisiéme, on trouve une 
infillration en nappe au point d’inoculation d'une étendue de 7 centimetres 
sur 5. 

Quant anx deux rats adultes, ils sont manifestement moins atteints et on 
ne constate chez eux que la présence d’une infiltration peu épaisse de la 
dimension d’une piéce de 4 franc. Les ganglions inguinaux et axillaires droits 
sont fortement augmentés de volume. 

Il reste encore 2 petits rats un peu malingres. L’un d’eux porte un 
léprome du volume d'un haricot, avec infiltration mince de la région voisine, 
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autre un petit nodule sans infiltration apparente. Ces deux rats sont sensi- 
blement moins infectés que les adultes. Ils ont d’ailleurs succombé ultérieu- 
rement avec une infection tubéreuse de la taille d’une noix, le 15 novembre 
et le 19 décembre. 


Si sur un certain nombre de jeunes rats, on observe des 
lésions plus étendues et plus graves que sur les adultes, il con- 
vient de remarquer : 

1° Que pour un rat de 4 & 6 grammes, une dose de 0 c.c. 10 
est énorme et, au contraire, faible pour un animal de 100 & 
120 grammes ; 

2° Mais ce qui différe surtout pour les deux catégories de rats, 
c’est I’é6tendue du territoire qu’on infecte. 0 c. c. 10 se localisent 
dans la région inguinale d’un rat adulte; ils infiltrent presque 
la moitié du corps d’un rat nouveau-né. 


Influence de la dose inoculée. -— Pour tirer au clair l'une et 
l'autre de ces deux influences, nous avons instilué deux expé- 
riences : 


Expérience 987. — Le 11 octobre 1935, nous choisissons 10 rats sensible- 
ment de méme poids, eta 5 d’entre eux (série A), nous injectons 0 c.c. 2 dune 
émulsion riche en bacilles; les 5 autres (série B), recoivent 0 c.c. 2 de la méme 
émulsion diluée A 1/5.000. De la série A, un le 10 mars 1936, un autre le 
28 mars 4936 sont sacrifiés. Ils portent chacun un léprome de la grosseur 
dune noix. Chez les trois autres, le 20 mai, on trouve un léprome de la 
dimension d’une amande verte. 

Des 5 rats de la série B, un est mort en décembre avec des bacilles au 
point d'inoculation. Les 4 qui restent se montrent au 20 mai notoirement 
moins infeclés que ceux de la série A. On ne trouve chez l'un d’eux, le plus 
atteint, qu'une nappe cornée, mince et de la dimension d'une piéce de 4 franc 
parsemée de nodosités en grains de plomb. Des 3 autres, 2 ne portent que de 
petites granulations dures de la dimension d’un gros grain de plomb; le 
troisiéme, une femelle, une nodosité de la taille d’une forte téte d’épingle. 


Cette expérience démontre explicitement que la quantité des 
germes inoculés en méme place intervient sur la rapidité de 
développement et la dimension des nodules auxquel elle 
donne naissance. Mais elle indique aussi que des doses trés 
faibles suffisent encore & provoquer une infection qui, pour étre 
discréte, ne s’en montre pas moins évidente. 

Nous obtenons, a la lecture de ces résultats, la confirmation 
de notre opinion que si les jeunes rats de l’expérience précédente 
paraissent plus largement atteints que les adulles, c’est parce 
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que le nombre des bacilles inoculés par rapport a la masse du 
corps intervient pour une part. 

Il est évident qu’un léprome ne se développe pas indéfini- 
ment sans dommage pour la peau qui finit par s’ulcérer; aussi 
aprés un laps de temps sutfisant, que l’inoculation soit faible ou 
forte, la taille maxima d’un léprome se trouve alteinte. A notre 
avis l'ulctre, comme la caséification du léprome, se produisent 
parce que les tissus ne sont plus nourris. Les vaisseaux sont 
comprimés et interrompus par la néoformation |épreuse. 


Influence de la surface infectée. — Reste & savoir qu'elle est 
Vinfluence de la surface soumise 8 l’infection sur l’imporlance 
de celle-ci. 


EXPERIENCE 1028. — Le 9 janvier 1936, nous inoculons sous la peau de l’aine 
droite 5 rats (série A), avec 1/2 cent. cube d’une émulsion riche en bacilles et 
5 autres (série B), avec 5 cent. cubes de laméme émulsion diluée au dixiéme, 
Ces 5 cent. cubes ont été répartis sur une surface allant de l’omoplate au 
bassin, de la colonne yertébrale au flanc droit. 

Le 28 mars, un rat (série A) meurtavecune infection ganglionnaire discréte. 
Le 29 avril,l’infection se marque chez un autre par un léprome de la taille d’un 
haricot au point d’inoculation et par l'envahissement des ganglions inguinaux 
et axillaires du coté droit. Le 20 mai, un troisi¢me rat qui a succombé porte 
un léprome de la taille d'un haricot et un envahissement de tous les 
ganglions superficiels. Les deux survivants, le 20 mai, sont porteurs de 
lépromes d’une dimension qui varie de celle d’une petite féve 4 un gros pois. 

Le 20 mai, les 5 rats (série B) sont atteints de lésions lépreuses trés larges, 
formant des nappes cornées embrasgant tout le terriroire ot ont porté les 
injections, plus ou moins épaisses, discrétes chez une femelle, mais toutes 
aussi étendues. 


Nous voyons donc par les résultats de cette expérience que 
la dispersion des germes influe considérablement sur |’étendue 
des lésions provoquées. 

Le bacille de la lépre différe notablement des autres germes 
infectieux. Il reste longtemps localisé au point ot on I’a déposé, 
sans exercer aucune influence sur l’élat général. Il se répand 
avec une extréme lenteur, atteignant d’abord les organes 
lymphoides, puis, tardivement, les organes internes quand il a 
6té inoculé dans le tissu conjonctif sous-culané. Il se comporte 
comme le ferait une plante tracante semée de place en place, 
poussant en formant de petites touffes qui, peu a peu, s’élendent 
et arrivent & se confondre. 
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Sensibilité individuelle. — Il convient aussi, & propos de ces 
expériences, de faire ressortir influence, depuis longlemps 
yérifiée par nous, de la sensbilité individuelle au virus. Les 
expériences que nous venons de rapporler nous invitent ay 
insister. Des animaux également inoculés se comportent diver- 
sement pour la marche de l'infeclion. Dans l’expérience n° 949, 
a cété de petits rats largement ulcérés, nous en trouvons un 
autre avec une Iésion fermée et 2 avec des symptomes franche- 
ment atténués. De méme, pour l’expérience 987, nous voyons 
2 rats de la série A qui, deux mois avant, sont porteurs de 
lépromes notabiement plus volumineux que ceux qu on observe, 
lors du dernier examen, chez les rats qui restent. Parmi les 
rats de la série B, nous constatons, de méme, que les lésions, 
étendues chez l'un, moindres chez deux autres, restent insigni- 
fiantes pour le quatriéme. Si nous en venons al’expérience 1028, 
des phénoménes de méme ordre sont manifestes. Les deux der- 
niers rats de la série A sont différemment infectés el moins que 
ceux qui sont morts; ceux de la série B, portent de méme des 
lésions qui d'une lame épaisse, vont jusqu’a une infiltration 
discréte. 


L’enfant se contamine par inexpérience. — Reportant a 
l'homme les connaissances que nous devons aux expériences 
précédentes, il nous faut admettre par analogie que, contraire- 
ment a l’opinion de Muir (1), les enfants ne manifestent pas 
une sensibilité plus grande que les adultes 4 Vinfection par le 
bacille de Hansen. Les Européens que nous voyons revenir des 
colonies avec la lépre et qui l’ont prise sans méme avoir cons- 
cience de s’étre exposés & la contracter, se montrent eux 
aussi trés sensibles au virus de la maladie de Lazare. Le mal 
frappe plus facilement les enfants en raison de linexpérience 
du jeune age. L’enfant laissé sans surveillance touche a tout 
sans retenue ni répugnance el s’approche aussi inconsidéré- 
ment d'un malade que d'une personne en bonne santé. 

A fortiori, les chances de contamination se multiplient du 
fait que des parents lépreux, le pére et surtout Ja mére, comme 
dans le cas que nous rapportons plus haut, ignorent que leur 


(1) E. Mum. Leprosy in Children, Indian fil of Pediadric, 3, n° 9, janvier 1936. 
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affection se transmel et que seules des précautions simples, mais 
constantes, évitent le passage de l'un a l'autre. 

Au contraire de l'enfant, l’adulte instruit du danger l’écarle 
avec plus ou moins de soin quand ses fonctions ou ses obliga- 
tions le contraignent & s’occuper des lépreux ou a vivre a leur 
voisinage. Il ne contracte généralement la maladie que par fré- 
quentation de personnes alteintes de lépre latente et, de ce fait, 
ignorée de lui. !1 en est de méme des enfants confiés & des ser- 
viteurs malades et chez lesquels aucun symptéme évident ne 
signale l'infection. 

C'est vraisemblablement aux ulcéres de la pituilaire que 
revient le principal pouvoir infectant, par contact soit direct, 
soit indirect par l’intermédiaire des mouches. Les religieuses 
institutrices chez lesquelles l'un de nous a observé cing cas de 
contamination, ont sans doute élé victimes de ces insectes qui, 
aprés avoir butiné sur le jetage si fréquent chez les enfants, 
sont venus promener leurs pattes et leur trompe souillées soit 
sur l’angle interne de l’eil, soit sur quelque érosion de la peau 
aux parlies découvertes du corps. 


Conclusions. 


1° Les femelles dont les organes génitaux sont envahis par 
infection lépreuse demeurent stériles. 

2° Quand, au cours d'une lépre fermée, les organes génitaux 
sont encore aptes a la reproduction, les méres mettent bas une 
progéniture que nous avons toujours reconnnue indemne. 

3° Etant donné la constatation, faite dans notre laboratoire 
par Peltier et M'* Choucroun, du passage au travers des bou- 
gies poreuses de bacilles de Stefansky typiques et de |’inexis- 
tence d’un ultra-virus, |l’absence de contamination in wero 
devient plus claire pour nous. 

4° La présence dans le cordon, & !a naissance, de bacilles de 
Hansen qui ne se développent pas, signalée par divers auteurs, 
s’explique peut-étre par l’observation que nous avons fréquem- 
ment vérifiée de la persistance de bacilles acido-résistants 
moris et retenus sur les pinces, couteaux, ciseaux stérilisés, 
apres que ces instruments ont servi pour des lépreux. 
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5° Le contact avec une mére ulcérée améne la contamination 
de jeunes rats nouveau-nés. La recherche de la porte d’ entrée 
indique que les germes ont pénétré par l’oil. 

6° Les rats adultes mis au contact d’animaux porlant des 
ulcéres bacilliféres s’infeclent par la conjonctive aussi facile- 
ment que les jeunes. 

7° Chez les ratons de deux jours, la lépre ne se développe 
pas plus vite que chez les adultes. 

8° La susceplibilité individuelle joue un réle important dans 
la rapidité d’évolution et l’étendue des lésions lépreuses 
observées. 

9° Une dose forte de bacilles spécifiques provoque une infec- 
tion plus promptement apparente et plus forte qu'une dose 
faible. 

10° La dispersion des bacilles sur une grande surface par de 
nombreuses piqtres provoque une infection largement étendue, 
alors qu’une dose identique inoculée en un seul point, ne 
donne naissance, dans le méme temps, qu’a un léprome én siz. 

11° Le bacille de la lépre se comporte au début et pendant 
longtemps comme une graine qui germe au point ot on l’a 
déposée. 

12° Par analogie pathologique, il est permis de penser que 
les enfants ne manifestent pas & la lépre une sensibilité plus 
grande que les adultes, mais que leur inexpérience les entraine 
a se contaminer plus facilement. 


LES « FACTEURS DE DIFFUSION » 
ET LEUR SIGNIFICATION 


par F. DURAN-REYNALS. 


(Laboratoires de l'Institut Rockefeller 
pour les recherches médicales. ) 


Nous nous proposons ici d’exposer les principaux résultats 
acquis par les recherches sur les « facteurs de diffusion ». 

Le tissu conjonctifa été habituellement considéré comme un 
systeme indispensable et bienfaisant, supporl mécanique et 
physiologique des structures é6pithéliales « plus nobles ». 
Toules les substances transporlées par le sang et destinées a 
nourrir les cellules de l’organisme, doivent passer par la couche 
de tissu conjonctif. Il est clair, pourlant, que le réle « vecteur » 
de celui-cis’élend aux agents nocifs, tels que bactéries, virus, 
toxines, aussi bien qu’aux agents thérapeutiques et aux subs- 
tances élaborées par l’organisme pour combattre ces agents 
pathogénes. La facililé pius ou moins grande avec laquelle une 
substance déterminée, introduite dans le tissu conjonctif, ce 
propage a travers le réseau de fibrilles et les espaces intercellu- 
laires afin d’atteindre des points éloignés de son point initial 
aura ainsi une importance cnimoadiale pour la dynamique 
des processus physiologiques. 

Il pourrait sembler superflu d’insister sur le parallélisme qui 
existe entre ce phénoméne et les phénoménes purement phy- 
siques analogues; la progression d’une substance a travers les 
tissus est fonction de chacun des deux facteurs suivants, ou des 
deux ensemble, & savoir : absence de résistance opposée par le 
tissu & la substance inerte et force intrinséque de la substance 
qui l'emporte sur la résistance normale du tissu. En ce qui 
concerne le premier de ces facteurs, les chirurgiens ont depuis 
longtemps reconnu des différences entre les tissus conjonclifs 
régionaux au point de vue de leur « conduclivité » pour les 
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agents infectieux; il en résulle que la gravité d’une infection 
différe énormément selon que le lieu d’origine est un tissu 
dense ou lache. Par contre, on ne savait rien jusqu’ici quanl a 
Vexistence dans des cellules vivantes fort diverses, de sub- 
stances pourvues du pouvoir d’accroitre la perméabilité de cer- 
taines structures mésodermiques, en particulier du tissu con- 
jonctif ordinaire et des capillaires sanguins. C’est a ces 
substances dont l’unité ou la diversité chimique reste a pré- 
ciser, qu’on a donné le nom de « facteurs de diffusion » (1). 

Un exemple simp!e donne une idée de la résistance qu’un 
tissu conjonclif normal oppose ala propagation d'une subslance 
inerte A travers ses éléments cellulaires. Un mélange de 
0 c.c. 5 d'eau salée avec 0 c.c. 45 d’encre de Chine a 1/2 est 
injecté dans le derme épilé d’un Japin adulte. Une vésicule se 
forme ayant 1 a 2 centimétres de diamétre et reste localisée au 
méme endroit pendant un temps indéterminé. Si, aprés l'injec- 
tion, on exerce une pression de la main, méme trés forte, sur 
la vésicule, le mélange ne se déplace pas, si la peau est épaisse 
et dure. Si la peau est flexible, comme c’est le cas chez les 
animaux jeunes, la pression peut déplacer quelque peu le 
liquide injecté en augmentant de quelques millimétres le dia- 
métre de la vésicule; aucune pression ultérieure n’en augmen- 
tera plus la surface. Chez l’animal trés jeune, agé de quelques 
semaines, la solution injectée va diffuser d’elle-méme durant 
les heures qui suivent linjection et une pression extérieure 
déterminera le noircissement dune aire considérable. Des 
épreuves analogues sur des lissus conjonctifs d’autres organes 
produisent des résultats similaires avec, toutefois, des diffé- 
rences selon l’organe étudié ou la race des animaux [4]. 

Répétons la méme expérience sur un lapin adulte, mais en 
employant comme excipient pour l’encre de Chine l’extrait 
salé d’un des produits suivants : testicule de mammifere, cul- 
ture sur gélose de staphylocoque doré, venin de serpent & son- 
neites, ou sarcome transplantable malin. Voici ce qu’on 
observe. Immédiatement aprés injection intradermique la 
vésicule formée s’aplatit et le liquide injecté diffuse sur une 


(1) Synonymes : facteur de diffusion, facteur T, facteur Reynals ou R, nous 
dirons souvent simplement : le facteur. 
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large é6tendue de peau, la surface occupée étant parfois vingt fois 
plus grande que celle du témoin. On dirait une goutte d’encre 
se répandant sur un buvard, sans qu’on percoive l’impression 
de résistance qu’on a généralement lorsqu’on fait une injec- 
tion intradermique de quelque matiére inerte. Si une pression 
est exercée & lendroit de Jinjection, la matiére peut se 
déplacer d'une fagon étonnante, dans n'importe quelle direction 
et avec la plus grande facilité; en quelques secondes, tout le 
flanc du lapin est envahi par les particules de charbon. 

La résistance du tissu conjonctif normal aux « facteurs de 
diffusion » varie considérablement, selon le caractére de 
lorgane ou de la partie d’organe et aussi l’dge et la race de 
Yanimal. Par exemple, le réle diffuseur de l’extrait de testicule 
est pratiquement nul dans le poumon, la peau et le muscle de 
la région médiane, dans l’oreille, le tendon, etc.; il est marqué 
dans le muscle strié el lisse, la glande mammaire, le pancréas, 
le testicuie, la peau du flanc, et extreémement prononcé dans 
les tissus conjonctifs laches de la peau de laine et de laisselle. 
La diffusion se fait de fagon plus marquée chez les animaux 
adultes ou vieux. La perméabilisation du tissu conjonctif se 
fait aussi lorsque le facleur de diffusion atteint ce tissu par le 
systéme vasculaire. Dans ce cas, l’encre de Chine injectée dans 
un point quelconque de la peau, diffuse d’elle-méme, montrant 
ainsi qu’un état de perméabilité générale a été créé. D’autre 
part, injecté localement, le facteur de diffusion produira une 
localisation rapide de colorants ou d’autres substances injeclées 
par voie intraveineuse. Des observations dans le domaine des 
infections ont montré que celte perméabilité générale ou locale 
accrue, peut persister pendant un temps considérable (trois 
semaines ou plus). Ces observations prouvent que la perméa- 
bilité “des capillaires, ainsi que du tissu conjonctif est 
accrue par le « facteur de diffusion ». 


* 
* *¥ 


L’observation fondamentale (1928) [2] ayant conduit a la 
découverte du « facteur de diffusion » a élé fournie par le 
fait [2] que l’extrait de testicule de mammifére aggrave de 
facon considérable la lésion produite dans la peau du lapin par 
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le virus vaccinal. Des observations supplémentaires prouvé- 
rent que l’action portait plutot sur le tissu-hdte que sur le 
virus, car le traitement préliminaire de la peau avec cet extrait 
produisait la méme aggravation de la lésion alors que le virus 
était inoculé localement ou par voie intraveineuse quelques 
jours plus tard. D’autre part, le virus récupéré de la lésion 
ainsi aggravée conservail ses caractéres inchangés. Cette obser- 
vation iniliale fut bientét étendue a d’aulres virus et bac- 
téries (3, 4, 5, 6]. La propriété « diffusante » de l’extrail de 
testicule a été reconnue un peu plus tard et indépendamment, 
par Mc Clean en Angleterre [2], ainsi que par Hoffman et 
Vauteur de ces lignes [6] 

D’autres organes étudiés contiennent également le « facteur 
de diffusion », mais en quantité modérée, ainsi qu'il résulte de 
la diffusion des particules inertes e! de l'aggravation des infec- 
tions (1) (8, 2]. Mais le testicule est l’organe le plus riche en 
facteur de diffusion et d’intensification. Ses extraits activent la 
diffusion de l'encre de Chine jusqu’a des dilutions allant a 
1/100.000, tandis que les extraits d'autres organes ne sont actifs 
qua 1/10-1/50. Le sérum sanguin est absolument dépourvu 
de « facteur de diffusion ». Ces faits iennent pour tous les 
mammiféres étudiés jusqu’a présent, /homme inclus 

Si l'on descend dans |’échelle zoologique, on constate que le 
facteur de diffusion aclif pour la peau de mammiféres fait pra- 
tiquement defaut dans les testicules de cog [40, 4], ainsi que 
dans ceux de pigeons, serpents, lézards, grenouilles, crapauds(4} 
et aussi dans le corps entier des insectes non venimeux et des 
vers. Il se trouve en grande quantité chez les serpents et les 
insectes venimeux ov il est associé a la sécrétion venimeuse. 
Des recherches systématiques sur la distribution des facteurs 
de diffusion dans les différentes espéces zoologiques et leur 
action sont actuellement en cours. 


(1) Le parallélisme entre ces deux propriétés, habituellement présenté par 
les extraits d’organes, disparait pour certains organes tels que la rate, 
ainsi que pour certaines tumeurs malignes, dont les extraits sont doués en 
méme temps de pouvoir diffusant et inhibiteur pour la vaccine |8. 2 9] et 
pour les infections staphylococciques [5]. Ceci est du prubablement & Ia pré- 
sence de facteurs virulicide et baclériolytique coexistant avec le F. 
L’exemple le plus net de la coexistence de ces deux facteurs est furui par 
le testicule de lapins immunisés contre le virus de la vaccine. 
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* 
¥* * 


En ce qui regarde la nature physico-chimique du phénoméne 
en question, nos connaissances sont loin d’étre précises. On a 
cru, pendant un moment. que le facteur de diffusion exercait 
une forte action sur la perméabilité des cellules, A en juger 
par l’effet sur les cellules isolées, telles que cellules cancé- 
reuses (11, 12], globules rouges [13] et ovules (14, 15]. Pour- 
tant des expériences ultérieures démontrérent que les prépara- 
tions purifiées de « facteur diffuseur » étaient inopérantes sur 
ces cellules, prouvant ainsi que le facteur actif était différent 
du « facteur diffuseur » (16, 4]. 

Les études histologiques ne jettent aucune lumiére sur ce 
probléme. Les faisceaux collagénes sont gonflés et si l’on ajoute 
de l’encre de Chine au « facteur de diffusion », les particules 
de charbon apparaissent entre ces faisceaux en méme femps 
qu’elles marquent grossiérement les contours des cellules fixes 
du tissu. Cet aspect est également observé lorsque le mélange 
diffusant est introduit dans des cultures de fibroblastes et de 
leucocytes, et on a l'impression que le facteur de diffusion 
favorise réellement la pénétration de fines particules carbo- 
niques dans les cellules [1]. Ce dernier aspect est également 
obtenu lorsqu’on remplace dans le tissu sous-cutané l'encre de 
Chine par du bleu de Prusse [7]. Si suggestives qu’elles soient, 
ces observations exigent encore beaucoup de travail ultérieur 
avant de permeitre des conclusions définitives. 

Nous ne croyons pas que la démonstration de l’accroissement 
de la perméabilité cellulaire par le « facteur de diffusion » jet- 
terait une forte lumiére sur notre sujet. En effet, diverses sub- 
stances, organiques et inorganiques, connues pour leur action 
sur la perméabilité cellulaire, sont pourtant dépourvues de 
toute action « diffusante ». De plus, la perméabilité cellulaire 
est, par elle-méme, un phénoméne dune extraordinaire com- 
plexité. Il est possible que le tacteur de diffusion agisse sur les 
espaces intercellulaires, et les modifications de la perméabilité 
cellulaire, si elles existent ne sont qu'une manifestation secon- 
daire de cette action. Une autre explication serait que nous 
nous trouvons devant une action sur la membrane cellulaire 
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dont la nature sélective et spécifique nous échappe. Quoi quil 
en soit, il semble plus prudent, dans ces manifestations des fac- 
teurs de diffusion, de parler de perméabilité ¢2sswlaire et non 
cellulaire. 

Les structures épithéliales ne sont pas rendues perméables 
par l’extrait de testicule, et il y a des raisons de croire que cer- 
tains types de tissus conjonctifs de mammiféres et d’animaux 
inférieurs peuvent offrir, eux aussi, une résistance spécifique a 
la perméabilisation par divers « facteurs de diffusion » [4]. Le 
« facteur de diffusion » a été essayé sur des « modéles » arti- 
ficiels, imitant la structure des lissus conjonctifs, toujours avec 
un résultat négatif (45, 4]. La dessiccation de la peau par dif- 
férents moyens, suivie d’immersion dans l’eau, change sensi- 
blement son comportementaussi bien envers le facteur qu’envers 
Veau physiologique. Pourtant, la peau simplement excisée se 
comporte, méme guarante-huit heures aprés la mort, comme 
la peau de l'animal vivant (16, 1]; l’aire finale de diffusion esf, 
néanmoins, moins étendue dans la peau excisée. Il semble 
bien que la diffusion compléte de la suspension injectée 
demande un apport de liquide fluide complémentaire, et ce 
liquide doit provenir, chez l'animal vivant, des vaisseaux capil- 
laires. Ces expériences, surtout ce!les qui concernent leffet sur 
les cellules en culture, sont d’une grande importance, parce 
qu’elles tendent a éliminer le réle des vasomoteurs ou d’aulres 
réaclions nerveuses dans le mécanisme de la diffusion. 

Les facteurs du testicule, du staphylocoque et de Cl. welchit 
ont déja été obtenus 4 un élat de pureté considérable [47, 4). 
Morgan et Mc Clean [18] se sont servis de préparations ne con- 
tenant que 0 milligr. 000.001 de matiére solide par centimétre 
cube; des préparations similaires ont été obtenues par Claude 
et auteur [419]. 

Le facteur ne parail élre ni une graisse, ni un hydrate de car- 
bone. Des fractions actives sont précipitées a partir de l’extrail de 
testicule par quatre volumes d’acétone, par le sulfale d’'ammo- 
nium saturé et par l’acétate basique de plomb; la dialyse ne 
leur fait pas perdre leur activité. La propriété diffusante est 
conservée apres chauffage 4 100° pendant cing minutes dans 
les préparations ot la floculation est évitée par |’élimination 
préalable des protéines ou l’acidification. Les préparations 
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liquides ou seches de testicule conservent leur activité méme 
aprés des annécs de séjour & la glaciére. Il y a des indications 
que la teneur en facteur et la thermorésistance augmentent 
avec l'dge. Le facteur est inactivé par la digestion trypsique [19]. 

D'autre part, l’autolyse de certains tissus (par exemple le cerveau) 
peut donner lieu & une abondante production de facteurs [4]. 

Au cours des essais de purification de facteur du testicule 
instilués dans ce laboratoire, nous avons trouvé que le diazo- 
composé de l’acide sulfanilique exercait un effet frappant sur 
la perméabilité cutanée. Les travaux de Claude [20] ont 
démontré que les protéines — sérum sanguin, albumine d’euf, 
gélaline — acquiérent un grand pouvoir diffusant lorsqu'elles 
sont couplées avec un composé aromatique au moyen d’un 
diazo-groupe. Nile type de composé aromatique, ni la proléine 
employée ne conférent de spécificité aux facteurs de diffusion. 
Le pouvoir « diffusant » semble étre déterminé par le nombre 
des diazo-groupes. Les azo-composés d’un poids moléculaire 
bas n’exercent pas d’action nettle sur la perméabilité cutanée. 
Les azo-protéines mélangées aux agents infectieux produisent 
un accroissement remarquable des I¢sions, comme |’extrait de 
teslicule. 

Ces études ont un réel inlérét car elles élargissent le champ 
d’action du phénoméne de « diffusion », d’autant plus que nous 
avons affaire dans ces cas & des composés chimiques définis. 
Mais jusqu’ici elles ne nous autorisent pas & conclure que le 
« facteur de diffusion » des cellules vivantes ait une parenté 
chimique avec les azo-composés. 

Nombre d’autres substances ont élé essayées quant a leur 
pouvoir diffuseur, ici-méme et dans d’autres laboratoires, mais 
sans résullats. Nous allons mentionner, parmi elles, | hista- 
mine, la protamine, l’hislone, plusieurs amino-acides, la dioxy- 
phénylamine, etc. (1). 

Le facteur du testicule [20 a] et celui du Cl. welchi [17] ne 
semblent pas élre antigéniques et leur inactivation apparente 
par les antisérums précipitants correspondants est probable- 

(1) D’autre part, quelyues substances chimiquement définies — glycérine, 
triacétine — possédent un pouvoir diffusant modéré. Il en est de meme des 


peptones du commerce (Witte, Chapotaut, Fairchild) ainsi que de quelques 
lécithines. L’éventualité d'une « pollution » par le facteur de tissu est a envi-~ 


sager. 
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ment due & l'adsorption du facteur par les floculats formés, 
ou &son couplage a une molécule plus grande. Ce point, ainsi 
que plusieurs autres, seront élucidés quand nous connailrons 
la structure du facteur de diffusion. 

Le facteur des tissus est dépourvu d'action toxique locale ou 
générale, celui des bactéries ou du venin animal peut étre faci- 
lement dissocié des composés toxiques. Cecia été réalisé par 
Mc Clean dans le cas de Cl. welchai [41] et par nous pour le sta- 
phylocoque [4] et le venin du serpent & sonnettes [24). 

L’existence chez les bactéries pathogénes de facteurs capables 
de vaincre la résistance normale du tissu conjonctif, est d’une 
importance évidente. Nous avons démontré [22] que les bac- 
téries connues pour leur pouvoir d‘invasion, telles que Staphy- 
lococcus aureus et Streptococcus hemolyticus produisent de 
grandes quantités de « facteur de diffusion », tandis que les 
souches non envahissantes des mémes espéces en sont 
dépourvues. Mc Clean {47] a récemmenut étendu ‘ces observa- 
tions 4 plusieurs souches de différentes espéces du groupe de 
la gangrene gazeuse. Ainsi, Cl. welchiz, Cl. chauveit, Cl ede- 
mati malign et d'autres germes connus pour leur capacilé enva- 
hissante, sont riches en facteur de diffusion. Le pneumocoque 
type l est un actif producteur du facteur, tandis que la variété R 
en est dépourvue [47, 23, 1]. Quelques autres bactéries, telles 
que C. diphterie contiennent des quantités faibles et variables 
de substance « diffusante » {17, 4]. 

D’autre part, nombre de bactéries virulentes: le B. tubercu- 
leux, le méningocoque, le B. typhique, Rickettsia prowazekii, 
Cl. histolyticus, Cl. tetani, etc., n’ont aucune action « diffu- 
sante ». 

Les extraits de bactéries « envahissantes » accroissent sensi- 
blement les infections produites soit par ces germes eux- 
mémes, soit par d’autres bactéries ou par des virus fillrables. 
Les lésions aggravées produites dans ces conditions par des 
bactéries non envahissantes ne different pas essentiellement de 
celles produites par les bactéries envahissantes elles-mémes. 

Dans le cas du B. tuberculeux, par exemple, une injection 
intracutanée chez un lapin ou un cobaye produit le type bien 
connu d infection localisée qui n’envahit pas la peau et ne se 
propage & d’autres tissus que si elle est portée passivement par 
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la lymphe ou le sang circulant. Des épreuves convenables ont 
montré que les souches les plus virulentes de B. tuberculeux 
ne contiennent pas de facteur de diffusion en quantité appré- 
ciable [4]. Pourtant, les suspensions de bacilles tuberculeux 
injectées dans la peau en mélange avec le facteur de diffusion, 
produisent des lésions locales énormes; si la souche employée 
possédait déja la capacité de produire les lésions viscérales, ces 
derniéres sont considérablement accrues (24, 25]. 

Ainsi que cela se produit pour les injections répétées d’extrait 
testiculaire, le facteur passe des lésions produites par les 
bactéries envahissantes dans le sang et est transporté dans les 
tissus, déterminant une augmentation générale de la perméa- 
bilité du tissu conjonctif et favorisant ainsi, indiscutable- 
ment, la migration et la localisation de bactéries et de leurs 
toxines. 

Les bactéries peuvent étre divisées en envahissantes et non 
envahissantes, selon qu’elles produisent, ou non, des substances 
qui leur permettent de progresser & travers les interstices du 
tissu conjonctif et de produire des lésions étendues en peu de 
temps. Les infections causées par les bactéries envahissantes 
se propagent a travers le tissu conjonclif par extension directe 
& partir du point d’inoculation et par infiltration suivant les 
lignes de moindre résistance. Une infection généralisée secon- 
daire ou métastatique sera nécessairement favorisée par la 
perméabililé accrue des vaisseaux sanguins et lymphatiques. 

Les bactéries non envahissantes sont celles qui, dotées, ou 
non, de virulence ou de pouvoir toxique, produisent soit des 
infections locales, soit des infections qui ne s’étendent pas 
directement et activement. La généralisalion, lorsqu’elle se 
produit, est due au transfert passif des bactéries d’un tissu @ un 
autre par la lymphe ou par le sang circulant, comme c’est le 
cas pour le B. tuberculeux. Si l’on peut soutenir que lznvasi- 
vité est toujours associée a la virulence et a la toxicité, l’expé- 
rience montre que | inverse n’est pas toujours vrai. 

Les grandes quantités de facteur élaborées par les bactéries 
envahissantes et l’action de ce facteur chez les mammiféres, 
homme inclus, facilitent la compréhension du mécanisme des 
processus infectieux tels que l’envahissement extensif de la 
peau dans l’érysipéle : réplique exacte sur la peau humaine 
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de la diffusion d’une matiére quelconque expérimentalement 
provogquée par l’extrait de streptocoque. Il en est encore de 
méme de la dramatique invasion des tissus environnant les 
plaies infectées par les germes de la gangréne gazeuse et, en 
général, de tous les processus oti nous assistons & une progres- 
sion rapide et directe de l’infection & partir du point d’inocu- 
lation. L’envahissement rapide du poumon dans la pneumonie 
lobaire offre un probléme quw il y aurait intérét d’aborder sous 
le méme angle [23]. 

L’effet intensifiant exercé par le facteur des bactéries enva- 
hissantes sur-des infections bactériennes et virulentes éclaire 
peut-étre quelques observations cliniques troublantes, relatives 
aux infections associées. Des germes pourvus de ce facteur 
peuvent ouvrir la voie 4 d’autres agents infectieux, potentielile- 
ment plus dangereux. Cela pourrait se produire dans le cas 
bien connu de l'association du staphylocoque et du streptocoque 
avec le B. diphtérique; dans l'association du .streptocoque 
avec le B. tuberculeux et avec l’agent de la grippe, et Han- 
ger [26] a fait celte constatation importante que les filtrats de 
Javages nasaux possédent un pouvoir d’intensifier considéra- 
blement les infections expérimentales. Cette action est mani- 
festée par les liltrats provenant de personnes exemples d'infec- 
tions respiratoires. Toutefois, le liquide de lavages faits au 
cours d’un rhume aigu agissait, pour la plupart, plus fortement 
que ceux obtenus dans des conditions normales. Hanger iden- 
tifie ce phénoméne avec celui décrit par nous pour les extraits 
tissulaires. Nous avons repris ces observations [1] et avons 
trouvé que ces fillrats possédent du facleur pour l’encre de 
Chine. On ne sait si le facteur nasal est d’origine bactérienne 
ou tissulaire, quoique la derniére hypothése paraisse plus pro- 
bable. ll n’a certainement aucun rapport avec l’agent filtrable 
de Dochez (Hanger). Jusquwici, nous n’avons aucune donnée 
pour supposer que la muqueuse intacte du naso-pharynx est 
perméabilisée par le facteur, mais on pourrait supposer qu’en 
agissant sur les muqueuses plus ou moins endommagées ce 
facteur peut, dans certaines conditions, provoquer une aggra- 
vation du processus dont le tractus respiratoire supérieur 
constilue la porte d’entrée. 
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Ce qui est vrai pour les bactéries envahissantes l’est aussi 
pour certains poisons animaux [24]. Les extraits totaux d’in- 
sectes inoffensifs, tels papillons, libellules, fourmis ordinaires, 
sauterelles, etc., injectés dans la peau du lapin ne diffusent pas 
plus que l’eau salée seule, tandis que les extraits d’insectes 
venimeux : araignées, abeilles, guépes ou moustiques, pro- 
duisent une diffusion étendue et immédiate. 

L’invasion des tissus par ces venins d‘insectes n’est pourtant 
pas comparable a |’extraordinaire pouvoir diffusant de venins 
de serpent, surtout de celui du serpent & sonnettes. Des venins 
provenant des 10 espéces différentes ont été étudiés a I’état 
frais ou desséché et se sont tous montrés doués de ce pouvoir, 
guelquefois 4 la dilution de 1/1.000.000. Il va de soi que la 
diffusion des composés toxiques se produit en méme temps et 
que ceux-ci exercent leur action caractéristique hémorragique 
et nécrosante. 

Par contre, les extrails des glandes supralabiales d’espéces 
inoffensives comme le chicken snake et le pine-snake ne posse- 
dent aucune action diffusante. De méme que pour les extraits 
de bactéries envahissantes, linjection simultanée de venin de 
serpent 4 sonnettes et de virus de la vaccine ou de Staphylo- 
coccus aureus provogue un accroissement considérable des 
lésions résullantes. 

Le facteur peut étre dissocié des autres composés toxiques du 
venin de serpent par plusieurs procédés, tel que traitement par 
la chaleur ou par l’acide chlorhydrique, les deux traitements 
supprimant le pouvoir toxique local, tout en laissant & peu 
prés intacte l’activilé du facteur. 

Nous avons également étudié l’action, sur le lapin, du poison 
des glandes tégumentaires de six especes de crapauds, avec des 
résultats trés différents de ceux obtenus avec le venin de ser- 
pent. Quoique le poison soit extrémement actif pour les cen- 
tres nerveux, la lésion locale est ou insignifiante et limitée 
exactement au coté injecté, ouméme ne se produit pas du tout. 
Certains serpents-de la sous-famille des E/apine (cobra, le 
serpent-corail, etc.), se comportent comme un groupe inter- 
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médiaire en ce sens que, tout en exergant une trés puissante 
action sur le systeme nerveux central, elles sont pourvues de 
quantités variables de facteur ainsi que de toxines locales produi- 
sant des lésions locales, quoique moins graves que celles pro- 
duites par le serpent 4 sonnettes. Quelques espéces, comme le 
death adler, secrétent des venins doués d’une action toxique 
générale tres puissante, mais qui n’a pratiquement aucun 
effet local sur la peau du lapin et qui ne contient que peu 
de facteur [4]. 

Les toxines des animaux venimeux étudiées jusqu’ici sem- 
blent reproduire en une certaine mesure la dualité d’action 
trouvée chez les bactéries. Le venin de serpent & sonnettes, 
par exemple, el de quelques insectes, apparliendrait au groupe 
des poisons envahissants aaction locale prédominante hémorra- 
gique et nécrotique rendue effective grace 4 la coexistence des 
quantilés de facteur de diffusion. Le venin de crapaud appar- 
tiendrait & un autre groupe, qu’on peut comparer aux baclé- 
ries toxiques ou virulentes; les serpents E/apzne constituent 
un groupe intermédiaire. Toutefois, il faut souligner ce fait, 
que cette classification n’est qu’une tentative et est beaucoup 
moins nette que ceile des bactéries ; en effet, saufde rares excep- 
tions, chaque espece de venin posséde une action générale et 
locale, quoique & un degré inégal. 

Les grandes quantités de facteur existant chez les animaux 
venimeux expliquent la rapidité d’invasion du tissu environ- 
nant dans lescas de piqidres d’insectes et peuvent jeter quelque 
lumiére sur le mécanisme de l’inoculation des maladies trans- 
mises par les insectes (1). 

Dans le cas de morsure de serpent, il est clair que la drama- 
tique invasion des tissus par les toxines hémorragiques et 
nécrosantes, ainsi que l’intoxication générale rapide qui s’en- 
suit, sont fonction du phénoméne de diffusion. 


(4) Parmi les moustiques étudiés se trouvaient des individus normaux et 
infectés de Culex pipiens et Anopheles quatrimaculatus vecteurs respective- 
ment du paludisme aviaire et humain. Les extraits totaux sont tres riches 
en facteur. Il n’a pas été fait d’expériences avec les extraits des glandes 
salivaires. 
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La présence dans les tissus néoplasiques de grandes quan- 
tités de facteur de diffusion peut aussi jeter quelque lumiére 
sur le mécanisme de la croissance et sur l’infiltration des tissus 
normaux par les cellules cancéreuses. Les premiéres observa- 
tions faites par Stewart et l’auteur [9] ont montré que, sur 
42 tumeurs épithéliales humaines, un certain nombre conte- 
naient de grandes quantités de facteur de diffusion. Malheu- 
reusement, le matériel étudié manquait d’uniformité en ce qui 
concerne la malignité et la nature histologique D’autre part, 
la technique employée dans Ja grande partie de ces recherches 
et qui consistait 4 étudier les modifications des lésions consé- 
cutives a l’injection simultanée d’extraits tumoraux et de virus 
de la vaccine laissait & désirer; en effet, plusieurs extraits de 
tumeurs exercaient une action destructive sur les virus. Quoi 
qu il en soit, les extraits de mélanome humain et de souris ont 
constamment manifesté un pouvoir diffusant pour l’encre de 
Chine; quelques extraits de tumeurs épithéliales humaines 
étudiés possédent le méme pouvoir. Des expériences ulté- 
rieures réalisées par Van der Schueren et par |l’auteur dans ce 
laboratoire [27] ont montré que les carcinomes transplantables 
de la souris et du rat possédent un pouvoir diffusant prononcé, 
qu’on met en évidence par la diffusion de l’encre de Chine; 
Van der Schueren a récemment publié les résultats de ses tra- 
vaux sur |’action inhibante de ces extraits pour quelques infec- 
tions 4 virus [28]. La rapidité de croissance de ces tumeurs 
était de beaucoup supérieure 4 celle des tumeurs humaines 
étudiées auparavant. 

Tout récemment, Boyland et Mc Clean [10] ont fait des recher- 
ches systématiques sur 13 souches de tumeurs transplantables, 
dans le but d’établir les rapports entre la rapidité de la crois- 
sance des tumeurs et leur teneur en facteur de diffusion. IIs 
ont conclu & un parallélisme entre la vitesse de croissance et 
la teneur en facteur chez différentes souches de tumeurs. 
Cette teneur est beaucoup plus élevée que celle des tissus nor- 
maux, a l'exception du testicule des mammiféres. 

Si l’on tient compte de l’action diffusante des bactéries enva- 
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hissantes, il n'est pas improbable que l’invasion cancéreuse 
soit, en partie, conditionnée par le facteur; en augmentant la 
perméabilité des tissus environnants, celui-ci facilite la migra- 
tion des cellules libres des couches tumorales périphériques. 
Le fait que le tissu cancéreux soit par lui-méme un tissu extré- 
mement perméable est démontré par son extréme vulnérabilité 
vis-a-vis des toxines bactériennes transportées par le sang [29], 
celte vulnérabilité étant en relation directe avec la rapidité de 
croissance du cancer [30]. Les lésions hémorragiques produites 
sont analogues & celles du phénoméne de Shwartzman, dans 
lequel la perméabilité sélective accrue des vaisseaux sanguins 
joue un role évident. De plus, les colorants lourds, peu diffu- 
sibles, tels que T. 1824, injectés chez des souris porteuses de 
tumeurs spontanées ou de grelle, sont nettement localisés dans 
les néoplasmes et les tissus immédiatement environaants. Si 
l’on pouvait montrer que l’addition de facteur de diffusion aux 
suspensions de cellules cancéreuses augmente leur invasivilé, 
comme cela se produit avec les bactéries, l’hypothése de corré- 
lation entre la malignilé et le facteur trouverait un appui 
considérable. Or, ce n’est pas le cas, étant donné que I'extrait 
de testicule, injecté avec les cellules cancéreuses de certaines 
tumeurs transplantables du lapin et de la souris, exerce une 
action diamétralement opposée (14, 12]. Il est vrai que cette 
action inhibitrice de l’extrait de testicule dépend d’un composé 
autre que le facteur {12, 1]; d’autre part, dans quelques cas, 
extrait de testicule a exercé une action stimulante sur cerlaines 
tumeurs de mammiféres [141] et une action trés forte sur les 
tumeurs filtrables de poule (34, 32] (1). Cette tumeur de poule 
est la seule, d’aprés Boyland et Mc Clean, qui soit dépourvue du 
facteur. 

Kin résumé, il est trés probable que le facteur existant dans 
les tumeurs joue un role dans lV'invasion des tissus-hdétes par 
les cellules malignes, mais des recherches nouvelles sont néces- 
saires pour déterminer l'importance de ce rdle. 


(1) Pourtant, dans d’autres expériences portant sur trois types de tumeurs 
transplantables, il n’a été constaté aucune action, dans l'un ou l'autre sens, 
de l’extrait testiculaire [33]. 
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Un autre groupe important d’agents palhogénes, les virus 
filtrables, présentent souvent des caractéres envahissants tres 
prononcés; ils sont pourtant, d’aprés nos recherches, dépourvus 
de pouvoir diffusant. On peut admettre, en général, que le 
facteur existant dans une suspension donnée de virus filtrable 
provient du tissu infecté lui-méme. Pourtant, il arrive cou- 
ramment gue linjection intracutanée d’une suspension de 
virus produit une Iésion bvaucoup plus étendue que celle qu’on 
pourrait attribuer ala quantité de facteur injecté. D’autre part, 
addition de facteur & une suspension de virus provoque 
toujours une lésion accrue (1), et ceci avec des quantités de 
virus si minimes qu’elles peuvent étre considérées comme la 
dose infectieuse mznima. De méme, le facteur injecté dans la 
peau localisera le virus circulant comme le ferait une lésion 
du tissu. Du reste, dans une infection toul au moins, par un 
virus envahissant, la vaccine, lorgane le plus sensible — le 
festicule — est en méme temps le plus riche en facteur de 
diffusion [52]. 

Certains virus se localisent et prospérent dans les néoplasmes 
transplantables dont on connait la richesse en facteur de 
diffusion (Levaditi, Rivers et Pearce). Ces faits, avec bien 
d’autres, nous suggérent que, libéré par un mécanisme inconnu, 
le facteur existant normalement dans les organes peut jouer un 
role dans l’invasion par les virus. 


(1) Ceci s’applique a une dizaine au moins de virus étudiés. Dans le cas du 
virus salivaire du cobaye, étudié par Kuttner et T’sun T’sung [34], aucun 
accroissement par le facteur n’a été constalé, mais le facteur n’a jamais été 
inoculé ensemble avec le virus directement dans le tissu sensible. L’infection 
par les virus herpétique ou aphteux [36] n’a pas été aggravée par l’extrait 
testiculaire, mais d’autres expériences réalisées par Hoffman [6] sur les 
mémes virus ont décelé un accroissement trés net des lésions. D’autre part, 
aggravation des lésions a été observée par nombre dauteurs avec la 
vaccine ainsi que d’autres virus. Parmi les virus étudiés par nous, un seul, 
celui du papillome du lapin de Shope, faisait exception : son action n‘était 
pas augmentée par l’extrait testiculaire. Toutefois il y a lieu de noler que ce 
virus agil spécifiquement sur les cellules épithéliales sans exercer la moindre 
action sur le tissu conjonctif. Ceci confirme la spécificité de laction du 
facteur sur le tissu conjonctif (1). 
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L’organisme posséde-t-il des moyens pour combattre l’action 
envahissante du facteur? 

Diverses observations établissent que le processus de diffusion 
dans la peau du lapin s’arréte ou dévie devant des obstacles 
tels qu’abcés, égralignures, aires d'inflammation diffuse, plaies 
recouvertes de granulations, cicatrices, etc. L’étude microsco- 
pique de ces cas montre que la diffusion des particules s’arréte 
exactement & la limite des tissus modifiés. Des faits expéri- 
mentaux d’abord constatés dans ce laboratoire, étendus et 
rapportés par Favilli [37], établissent que la peau traitée par les 
substances qui sont sensées créer un élat « d’immunité locale » 
(Besredka), devient plus ou moins réfractaire al’action perméa- 
bilisante du facteur de diffusion lorsque celui-ci est injecté au 
moins vingt-quatre heures plus tard. Cette action n’est aucune- 
ment spécifique et peut étre obtenue avec différentes substances, 
telles que bouillon, gluconate de calcium et uréthane. L'injec- 
tion de ces substances protége eflicacement la peau contre les 
infections staphylococcique, streptococcique, ainsi que par le 
virus vaccinal [38-39-40]. Il est & noter que les exemples les 
plus nets de protection de la peau par les « antivirus » nous 
sont fournis par les infections & staphylocoques et a strepto- 
coques, c’est-a-dire par des germes qui sont des producteurs 
actifs de facteur de diffusion. Dans les expériences de Favilli, 
le virus vaccinal employé était une suspension de testicule 
infecté donc une préparation contenant également le facteur (1). 

Ces observations nous permettent de conclure que la résis- 
lance normale du tissu conjonclif au facteur perméabilisant 
peut étre augmentée par l’action de substances varises et que 
le mécanisme commun 8 tous ces cas consiste dans la création 
d'un état ana'ogue a celui qui existe dans l’inflammation et 
dans ses suites éloignées, liées & la restauration tissulaire. La 
résistance spéviale des plaies & granulaltions aux infections 


(1) Silantivirus est injecté simultanément avec l’extrait testiculaire il n'y 
a aucune inhibition de la diffusion. Au contraire, l’actiun protectrice du 
fillrat contre une injection ultérieure de staphylocoque est considérablement 
augmentée. Ce fait a été établi par Bhattacherjee (4|, éléve de Besredka. 
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staphylococcique et streptococcique peut étre rappelée dans cet 
ordre d’idées. Par ailleurs, le réle protecteur de |’inflammation 
dans le processus infectieux est depuis longtemps connu. 

Dans ces derniéres années, Menkina tout particuliérement 
insisté sur ce point en apportant des données concluantes 
d’aprés lesquelles il se produit dans l’inflammation, comme 
résultat de la perméabilité accrue des capillaires (1), une exsu- 
dation de fibrinogéne et d’autres proléines plasmatiques abou- 
tissant & la formation d’un réseau de fibrine dans les espaces 
intercellulaires et dans les lymphatiques thrombosés. Ce sont 
ces phénoménes mécaniques qui déterminent la fixation de 
substances variées et leur rétention dans les foyers inflamma- 
toires. 

Les colorants et les bactéries injectés dans une aire enflam- 
mée ne la dépassent pas; injectés a la périphérie d’une telle 
lésion, ils ne réussissent pas & y pénétrer. Ainsi s’explique de 
fagon satisfaisante la délimitation (« walling of ») de certaines 
infections locales. Un solvant de la fibrine tel que l’urée, inhibe 
Vaction protectrice que nous venons de mentionner. 

I] est possible que le mécanisme qui s’oppose 4 l’action du 
facteur de diffusion bactérien dans les vaisseaux lympha- 
tiques et les espaces du tissu conjonctif, soit identique a celui 
décrit par Menkin. Cet auteur, a montré par exemple que celte 
espece de blocus ne se manifeste que lentement dans les infec- 
tions streptococciques (quarante-cing heures) tandis qu’il se 
produit rapidement dans les infections staphylococciques (une 
heure). Or, nos expériences ont montré que, dans les infec- 
tions staphylococciques de la peau du lapin, la lésion résul- 
tante est déterminée exactement par la quantité de facteur 
de diffusion libre contenue dans le matériel injecté, tandis que 
dans le cas de l’infection streptococcique, l’étendue des lésions 
est beaucoup trop grande pour étre mise sur le compte du fac- 
teur injecté. Dans le cas du streptocoque, aprés la diffusion 
initiale due au facteur libre existant déja dans les corps bacté- 
riens aucun « obstacle » ne vient s opposer a l’extension ullé- 
rieure des lésions sous l’action de nouvelles quantilés de fac- 
teur de diffusion élaborées par les bacléries. Par contre, une 


(4) Voir pour une étude complete. chapitre IV du livre de Burrows : Quelques 
facteurs de localisation des maladies dans l’organisme, 
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telle « barriére », un tel « obstacle » existent dans le cas du 
staphylocoque. 

Cette absence de fixation inflammatoire dans le cas du strep- 
tocoque est due & la production de substances fibrinolytiques 
et antifibrinogénes qui détruisent la barriére conslituée par 
la fibrine ou en empéchent la formation [43-44]. 

Une fois de plus, dans le domaine de l’infection, nous 
voyons que c'est l’agent infectant lui-méme qui, en dernier 
lieu, pourvoit I’héte de moyens d’arréter l’invasion. 


* 
* * 


En dehors du réle joué par le facteur dans linvasion des 
tissus par des cellules étrangéres pathogénes et par des poi- 
sons, nous avons eu recours au facteur pour étudier certains 
aspects des infections et des intoxications. Ces études, publiées 
en détail ailleurs [45-46], peuvent étre résumées ainsi : 

Les réactions de l’héte a l’infection par les bactéries et les 
virus ont été jusqu’ici étudiées en fonction de la virulence de 
Tagent infectieux d’un cdlé, de la résistance des tissus de 
Vautre. Par contre, le rdle de la dispersion de !’agent infec- 
tieux n’a pas suffisamment attiré l'attention. A notre sens, 
ceci est surtout di au fait qu’on ne disposait pas de moyens 
pour obtenir une dispersion uniforme des bactéries ou des 
virus sans endommager les tissus. Or, en inoculant une quan- 
tité donnée de bactéries ou de virus additionnée de facteur 
nous assurons une distribution uniforme de lagent infectieux 
sur une étendue plusieurs fois plus grande que cela ne se fat 
produit si l’agent Gtait injecté en eau physiologique. 

Des recherches portant sur 20 souches bactériennes ont 
montré que les Iésions élaient accrues par le facteur de diffu- 
sion, lorsque la quantilé d’organismes introduits dépassait un 
certain taux (concentration effective minima); par contre, les 
lésions étaient diminuées ou méme totalement supprimées 
lorsque cette quantité de bacléries n’est pas atteinte (4). Il est 
raisonnable de supposer que l’accroissement des lésions bacté- 
riennes s’observe lorsque la concentration de l’agent infectieux 


(1) Ces faits sont 4 rapproche: des résultats obtenus par E. Wollman et 
M. Bardach avec des doses « fractionnées » de bactéridie charbonneuse. 
C. R. Soc, Biol., 424, 1936, p. 127. 
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au point d’inoculation est si élevée que J’effet de dispersion ne 
peut pas la réduire au-dessous de la concentration critique; ou 
encore que la virulence des bactéries inoculées est si grande 
que les facteurs locaux ne parviennent pas a les inactiver, 
méme lorsque la concentration bactérienne au point d'inocula- 
tion est telle que l’effet de la dispersion la raménera au-dessous 
de la concentration critique. Enfin, lorsque la virulence est 
faible les actions locales protectrices peuvent inactiver les 
bactéries méme lorsque leur nombre est relativement élevé. 
Virulence et concentration effective minima sont en relation 
inverse. L’exemple suivant permettra de préciser notre pensée. 
Supposons, par exemple, qu'un minimum de 10 bactéries soit 
nécessaire pour déterminer une lésion sur une aire cutanée 
donnée. Si une dose de 530 bactéries se trouve dispersée sur 
une aire cing fois plus étendue, il en résultera une lésion 
accrue, puisque chaque aire unité recoit 10 bactéries, dose 
pathogéne efficace; mais, si lon n’injecte yue 10 bactéries en 
tout, la dispersion 4 travers 5 aires cutanées ne produira 
aucune lésion alors quil y en aurait eu une, mais faible et 
délimitée, sans la dispersion. 

Par conséquent, lorsqu’il s’agit de bactéries, la diffusion de 
Vagent nocif peut aboutir non plus a l’augmentation de la 
lésion mais, au contraire, 4 la compléte suppression de celle- 
ci. Cette action inhibitrice peut étre si prononcée qu'on peut 
inoculer certaines bactéries, par exemple S/reptococcus hemo- 
lyticus avec de l’extrait de testicule sans qu'il se produise le 
moindre trouble local ou général alors que la méme dose 
injectée en eau physiologique tuerait l’animal en peu de jours. 

Par contre, les lésions dues aux virus filtrables étudiés ici 
étaient accrues par le facteur de diffusion, quelle que fat la 
résistance de l’héte ou la virulence de la souche. Ceci reste 
vrai méme pour des doses approchant de prés la dose infec- 
tante minima; on peut conclure de 1a que la cencentration 
critique de virus par unité de surface se rameéne a l’unité de virus. 

Quelques bactéries trés virulentes, par exemple la souche 
Neufeld de pneumocoque type 1 (1), diffusées dans la peau du 


(1) On sait qu’avec cette souche une seule cellule provoque la mort de la 
souris. 
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lapin sous l’action de l’extrait de testicule, se comportent 
comme les virus filtrables, en ce sens qu’elles produisent des 
lésions accrues méme A la dose infectante minima. Pourtant, 
si la résistance de (‘animal est augmentée par linjection d’une 
petite quantité (4 & 5 cent. cubes) de sérum spécifique, les 
lésions sont totalement supprimées par la dispersion des bac- 
téries, tandis que les lésions produites chez le méme animal 
par les bactéries seules ne sont pas modifiées. Cette expérience 
est tout a fait frappante et donne le meilleur exemple de la 
dualité d’action du facteur de diffusion sur l’infection bacté- 
rienne. Avec un virus filtrable, tel que le virus vaccinal, la 
suppression des Iésions n’a pas lieu du fait de la dispersion de 
Vagent infectieux. 

Le bacille tuberculeux se comporte comme le pneumocoque 
type 1. Si minime que soit la dose de bactéries injectées, les 
lésions sont toujours accrues par le facteur de diffusion et ceci 
tient aussi pour les bactéries tuées par la chaleur (1). Dans le 
cas de bacilles virulents pour l’animal employé, cet accroisse- 
ment de la lésion locale va de pair avec la vitesse avec laquelle 
se développent les lésions viscérales. Lorsqu’il s’agit de souches 
non virulentes pour lVanimal, par exemple le BCG, il ne se 
produit aucune généralisation, malgré le développement de 
lésions locales étendues. Grace & leur structure chimique parti- 
culiére, les bacilles tuberculeux inoculés produisent les lésions 
caractéristiques, indépendamment de leur pouvoir palhogéne 
pour l’animal d’expérience. Le dégraissement des bacilles 
semble modifier cette propriété. 

La notion de la concentration critique de Vagent infectieux, 
introduite par ces recherches dans le domaine de l'infection, 
peut étre utile pour la compréhension épidémiologique des 
infections par les agents naturels, comme lair, l'eau, etc. 
Théoriquement, il est possible qu’une seule unité de virus 
ou une seule bactérie virulente soit capable de produire une 
infection. Il est possible, de méme, que la pénétration szmed- 
tanée d'un nombre donné de bactéries dans une aire restreinte 


(1) Plusieurs essais furent institués pour élever la résistance de l'héte 4 
Vaide de sérum antituberculeux, comme cela avait été fait dans le cas du 
pneumocoque. Les résultats ont été douteux ou négatifs. Ce fait tient proba- 
blement 4 l’inefficacité du sérum antituberculeux. 
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de tissu susceptible puisse produire un effet plus marqué que 
lorsque ce mémé nombre de bactéries envahissent une élendue 
plus grande du méme tissu, ou successivement la méme aire 
restreinte. 

Analysant nos résullats, d’un autre point de vue, nous lrou- 
vons que le facteur fournit encore un autre moyen de distin- 
guer les bactéries des virus. Les infections & virus de la peau 
paraissent s’accompagner de réactions locales différentes de 
celles qui suivent les infections & bactéries. Il est vraisemblable 
que ces différences tiennent & la protection conférée au virus 
par leur association avec les cellules de lorganisme, cette pro- 
tection faisant défaut dans le cas des bactéries extracellu- 
laires (1). 

Les résultats que nous venons d’exposer s’étendent aux 
lésions produites par les toxines bactériennes, y compris des 
réactions aussi sévéres que le phénoméne de Shwartzman et 
celui dArthus [45, 48], ainsi que la réaction tuberculi- 
nique [25]. Si la quantilé de toxine est convenablement dosée, 
on peut aisément obtenir la suppression complete de la réac- 
tion en « diffusant » simplement l'agent causal au moyen 
d’extrait testiculaire [42]. Ce fait s’applique. aussi aux réac- 
tions locales produiles par les suspensions de bactéries tuées (2). 

Il parait ceriain que la dissémination d’agents inertes par 
le facteur de diffusion produit une extension marquée des 
lésions produites, mais en méme temps, une diminution con- 
sidérable dans |’intensité de celles-ci. Lorsque la réaction 


(1) Un autre exemple intéressant de l'influence du facteur sur le phéno- 
méne de Shwartzman est le fait découvert par Shwartzman lui-méme [47], a 
savoir qu'une toxine bactérienne injectée avec de l’extrait testiculaire dans 
une arlere de Voreille chez le lapin va rapidement « préparer » les toxines 
locales, de fagon qu’une seconde injection lntraveineuse de toxine provoque 
le phénoméne hémorragique typique dans Voreille préparée. La réaction se 
produit méme lorsque les deux injections ne sont séparées que par un 
intervalle de deux heures. Le méme résultat est obtenu aussi par la chaleur, 
mais état de réactivité n’apparait pas avec la toxine seule ou combinée 
avec l’action du froid, le xylene, luréthane éthylique, la pilocarpine, l’atro- 
pine, l’histamine, la pituitrine, etc. Ainsi se confirme encore une fois l'action 
du facteur sur la perméabilité capillaire. | 

(2) Les cas déja mentionnés du bacille tuberculeux et d'autres bactéries 
acido-résistantes font exception a celte regle. L’addition d extrait testicu- 
laire, méme a des doses trés petites de ces germes, produit toujours chez 
les animaux normaux ou hypersensibilisés une augmentation marquée des 


lésions. 
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primitive doit étre intense, l’accroissement de la surface 
alteinte peut donner l’impression dune aggravation; mais il 
n'est pas douteux que ce qui est gagné en étendue, est perdu 
en intensité. Quant aux réactions moins sévéres, elles peuvent 
étre complélement supprimées, si agent inoculé est diflusé 
sur un espace suffisamment grand [43]. 

Le mécanisme admis dans le cas de la diffusion de bactéries 
vivantes semble également s’appliquer aux agents inertes. 


* 
x * 


Si le simple fait de la diffusion fournit un moyen puissant 
pour accroitre les processus infectieux, lexpérience montre 
que cette action s’étend aussi aux processus d’immunilé. Nous 
avons déja rappelé des exemples de cette action se rapportant 
respectivement 4 immunité naturelle et acquise : 1° l’extince- 
tion, par diffusion, chez un animal normal, de la plupart 
d’infections produites par les bactéries, dans certaines condi- 
tions de dose et de virulence; 2° la suppression de linfection 
pneumococcique chez les animaux partiellement immunisés, 
par diffusion de l’agent causal. 

La tuberculose, dans laquelle un processus d’infection chro- 
nique coexiste avec un certain degré d immunité, se préte admi- 
rablement & de telles recherches. Voici les points établis par 
Thomas et l’auleur [25] : 

1° L’administration parentérale de grandes quantités d’extrait 
testiculaire a des cobayes récemment infectés ne produ't aucune 
augmentation dans l’étendue des lésions viscérales. Une !égére 
amélioration est méme a noter dans l'état des animaux traités. 

2° La dispersion des bacilles tuberculeux & travers Ja p: au 
du lapin tuberculeux produit une intensification marquée du 
phénoméne de Kuch, mais n’est suivie d’aucune extension de 
la nouvelle infection aux viscéres. La réinfection ou la réino- 
culation des animaux avec des bacilles tués produit une aug- 
mentation de la résistance lorsque les bacilles employés sont 
dispersés & travers le tissu au moyen d’extrait testiculaire. 

3° Liimmunité partieile, conférée aux cobayes et aux lapins 
par la vaccination avec des bacilles tués par la chaleur, est 
sensiblemeat augmentée par la dispersion du vaccin dans la 
peau au moyen de facteur de diffusion. 
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Il est évident que le facteur agit en accroissant aussi bien 
action infectieuse chez le lapin normal que les réactions de 
défense chez les animaux possédant déja une cerlaine résis- 
tance naturelle ou acyuise. D’autre part, on voit que les réac- 
tions locales aux injections parentérales de sérum étranger, 
de toxines et de bactéries, penvent étre fortement diminuées 
ou méme totalement supprimées, sous l’action d’une dose 
appropriée de facteur. 

Toute substance dont on escomple une action favorable, 
médicaments, anticorps, solutions nutritives, ete., atteint 
sa destination beaucoup plus rapidement lorsqu’on linjecte 
avec du facteur. Pour prendre des exemples concrets, le pas- 
sage de l’antitoxine diphtérique dans le sang circulant est sen- 
siblement accéléré par le facteur [49]; il en est de méme de 
leffet anesthésique obtenu sur la peau humaine avec la novo- 
caine [50]; l’absorption de doses massives de solution iso- 
tonique de glucose est fortement facilitée en mélange avec 
extrait testiculaire [1], etc. 

Le facteur semble devoir étre utilement employé tant pour 
diminuer la réaction locale que pour augmenter [effet immu- 
nisant des vaccins bactériens. Ce fait a été expérimentalement 
démontré dans la tuberculose du lapin [25]. 

Toutes ces observations ont un caractére en quelque sorte 
accidentel, des recherches systématiques en vue de la solution 
de problémes thérapeutiques faisant jusqu’ici défaut. Ily a lieu 
de penser que des efforts faits dans cette direction seraient 
largement récompensés. I] va de soi qu’il serait indispensable, 
dans de telles recherches, de se servir de facteur purifié. 
Sans préjuger des améliorations futures, nous disposons, des 
maintenant, de préparations trés actives et absolument ato- 
xiques {18, 19}. 

Pour résumer, nous voyons que notre hypothése, quant a 
l'importance des facteurs capables de vaincre la résistance du 
tissu conjonctif, a été expérimentalement confirmée pour toute 
une série de processus pathologiques. II reste & vérifier le réle 
de ces facteurs dans les processus physiologiques, en com- 
mencant, par exemple, par la croissance cellulaire in vitro, Ja 
fécondation, etc. Des travaux en cours dans cette direction 
semblent présager des résultats satisfaisants. 
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METHODE DE PURIFICATION DE LA TUBERCULINE 
(TUBERCULINE PHOSPHOTUNGSTIQUE ) 


par AtrrepD BOQUET et Grorcrs SANDOR. 


Unstitut Pasteur, Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


Au cours d’une longue série de recherches sur la purification 
des tuberculines, nous avons constaté que l’activité réactionnelle 
des substances protéidiques obtenues en précipitant par acide 
trichloracétique ou par Je sulfate d’ammonium, des filtrats de 
cultures de bacilles de Koch en milieu synthétique de Sauton, 
est trés inconstante, méme lorsqu’on opére dans des conditions 
toujours identiques. 

D’autre part, l’expérience nous a montré que les agents, 
comme l’acide trichloracétique, qui précipitent complétement 
les protéides, ne précipitent qu’une partie relativement faible 
des substances actives des tuberculines. I] apparaissait alors 
avec évidence que, contrairement & l’hypothése de F. Seibert, 
de Gough et d’autres auteurs, la tuberculine n’est pas un pro- 
téide naturel proprement dit, mais un principe de nature chi- 
mique encore inconnue, qui se trouve entrainé physiquement 
par les précipités protéidiques ou emprisonné définitivement 
dans leur coagulum. 

Si le probléme de la nature chimique de la tuberculine n’a 
pu étre résolu, nous avons néanmoins réussi a obtenir, avec un 
rendement convenable, une tuberculine purifiée d’activité suf- 
fisamment constante, en nous fondant sur ce fait que l’agent 
précipitant par excellence de la tuberculine des milieux de cul- 
ture est l’acide phosphotungstique en présence d'acide sulfu- 
rique. 


Méthode de préparation 
de la « tuberculine phosphotungstique ». 


La méthode de préparation présente certains points délicats 
dont le principal est de maintenir un pH convenable et cons- 
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tant au cours de l’élution du précipité. Aprés plusieurs essais, 
nous avons adopté la méthode suivante : 


4° Mivieu er AGE DE LA CULTURE. 


Les cullures sont effectuées en milieu synthétique de Sau- 
ton, & partir de la souche bovine de Vallée. Elle ne sont 
laissées &1’étuve & 38° que pendant six & huit semaines. Au dela 
de ce délai, le rendement en résidu sec du précipité phospho- 
tungstique augmente considérablement sans que son _acti- 
vité réactionnelle présente un accroissement paralléle, ce qui 
indique que, a l’inverse de ce que !’on observe dans les cul- 
tures jeunes, les substances bacillaires protidiques émises dans 
les cultures agées ne contiennent pas ou contiennent peu de 
principes tuberculiniques. 


2° M&THODES DE FILTRATION, DE PRECIPITATION ET D’BLUTION. 


Le milieu de culture est débarrassé des bacilles par filtration 
sur papier filtre, puis sur filtre d’amiante (filtre de Seitz : 
plaque d’amiante stérilisante « pour sérum »). A 2 litres de 
ce filtrat on ajoute 60 grammes d’acide phosphotungstique (pro- 
duit pur « Poulenc »); on agite, puis on verse lentement dans 
le mélange, en agitant, 30 cent. cubes d’acide sulfurique pur- 
Un précipité tres abondant se forme et se dépose aussilét; on le 
recueille au bout de dix minutes par centrifugation, puis on le 
lave deux fois avec 100 cent. cubes d’acide sulfurique N/5. Le 
précipité correspondant a 2 litres de filtrat est délayé tout 
d’abord dans 100 cent. cubes de solution saturée de baryte 
hydratée, puis cette suspension louche est transvasée dans un 
flacon de 500 cent. cubes. A ce moment on vérifie le pH en fai- 
sant tomber une goutte de ]asuspension, a l’aide d’une baguetle 
de verre, sur un papier coloré au bleu de bromothymol et on 
ajoute encore, si cela est uécessaire, de la solution saturée de 
baryte hydratée jusqu’a ce que le bleu de bromothymol vire 
nettement au vert. Jin général, 130 4 150 cent. cubes de solution 
saturée de baryte suffisent pour obtenir ce résultat. La sus- 
pension, une fois bien neutralisée, est agitée énergiquement 
pendant cing minutes dans un agitateur mécanique et on v érifie 
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de nouveau le pH avec le papier au bleu de bromothymol. Si la 
suspension s'est acidifiée, on la neutralise avec de la solution 
saturée de baryte et on agite de nouveau pendant cing minutes. 
Aussitot aprés, on élimine le précipité de phosphotungstate 
de baryum par centrifugation, on recueille les eaux-méres, on 
lave le précipité avec 50 & 70 cent. cubes d’eau distillée et on 
ajoule les eaux de lavage aux eaux-méres. L’éluat ainsi obtenu 
constitue la tuberculine phosphotungstique proprement dite. 
1 cent. cube de cette tuberculine correspond & environ 40 cent. 
cubes du filtrat primitif du milieu de culture, done a 4 cent. 
cube de tuberculine brute. Pour l’usage, on la filtre sur bou- 
gie Chamberland L2 et on la distribue stérilement dans des 
ampoules. 


PRECAUTIONS A PRENDRE AU COURS DE LA PREPARATION. 


La'premiére et principale condition d’un rendement conve- 
nable est, comme nous l’avons déja dit, de maintenir un certain 
pH au cours de |'élution. En effet, on n’élue presque rien si la 
réaction est tant soit peu acide, et le rendement de |’ élution 
diminue également lorsque l’alcalinité devient excessive. S’agit- 
il alors d’une dénaturation de la tuberculine ou d'une fixatien 
de celle-ci par coordinance 4 un phosphotungstate de baryum 
complexe? Nous ne pouvons nous prononcer sur ce point. 

D’autre part, il convient d’effectuer toutes les manipulations 
trés rapidement car, dans le premier temps de la préparation, 
la précipitation du phosphotungstate de tuberculine tend a 
devenir de moins en moins réversible au fur et & mesure que 
Yon s’éloigne de l’instant ot ce corps s’est formé. Entre le 
moment ou l'on mélange le filtrat et acide phospholungstique 
et celui ot l’on neutralise le précipité recueilli et lavé, il ne 
doit pas s’écouler plus d’une heure et demie. 

La durée de l’élution ne doit pas non plus étre trop longue, 
car le précipité de phosphotungstate de baryum parait s’hydro- 
lyser ou subir d’autres modifications encore inconnues avec 
mise en liberté du tungsténe sous une forme soluble dans 
l'eau. Malheureusement cette hydrolyse du phosphotungstate 
de baryum parait étre relativement rapide, ce qui explique la 
présence constante de cendres dans la tuberculine phospho- 
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tungstique (voir tableau 1). L’élution de la tuberculine est ter- 
minée pratiquement au bout de dix minutes d’agitation éner- 
gique & la neutralité, alors que |’hydrolyse du phophotungstate 
de baryum se continue indéfiniment. On a done avantage & 
n’agiter que pendant dix & quinze minutes au maximum et a 
éliminer aussitét aprés le précipité de phosphotungstate de 
baryum. 


Constitution chimique de la tuberculine phosphotungstique 
et préparation d’une tuberculine purifiée a l'état sec. 


L’éluat du précipité phosphotungstique est un liquide jaune 
ambré, parfaitement limpide; il présente une fluorescence 
verte et répand l’odeur caractéristique de la tuberculine. Si 
on l’évapore a sec, dans le vide sulfurique, on obtient un 
résidu de couleur, jaune foncé, qui se montre fortement hygro- 
scopique. Par ce fait méme, sa pulvérisation est impossible. 

La constitution chimique de la tuberculine phosphotung- 
stique est assez constante. Dans le tableau J, nous avons réuni 
les résultats de quelques-unes de nos analyses. La teneur en 
substances organiques tolales ne varie qu entre 0,2 a 0,3 p. 1.000 
du filtrat de cultures en milieu de Sauton. 


Tasteau I. — Constitution chimique 
de la tuberculine phosphotungstique. 


- TENEUR TENEUR TENEUR 
it ae en substances en cendres en azote p. 100 
} 4 © ti organiques p. 1.000 p- 100 de de substances 
sa PECpar ave’. du filtrat de Sauton substances totales organiques 
hieterey so POM) kanes Hs 0,3 65 20 
| AG en el cae 0,26 56 22 
Ade ee See omens 0,2 51,2 Gil 
1 dN ie cae, ee eee Se 0,2 69 20 
Wika sisters, Bs: epee dst entice 0,23 10 22 


La teneur en cendres a été déterminée par la calcination d’une quantité 
aliquote dans une capsule de platine tarée et par la pesée du résidu. La 
teneur en substances organiques est la différence entre le résidu sec total et 
la teneur en cendres. Le dosage d’azote a été effectué par la méthode de 
Kjeldahl dans l'appareil de Parnass et Wagner. 


Les cendres représentent 55 a 70 p. 100 du résidu sec total. 
Aprés calcination, elles ont l’aspect d’une poudre jaune ver- 
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datre. Elles sont insolubles dans les acides, ce qui semble 
indiquer qu’elles sont constituées, au moins en majeure partie, 
par un complexe quelconque a base de tungsténe et de nature 
encore inconnue. 

En présence d'une quantité aussi considérable d’éléments 
minéraux, on ne peut déterminer exactement la teneur du 
produit étudié en substances organiques, puisque nous ne 
savons pas si le poids des éléments minéraux augmente ou 
diminue au cours de la calcination. S’il augmentait, comme cela 
est trés probable, le poids des substances organiques obtenu 
par dilférence ne représenterait donc qu’une limite inférieure. 
Cela expliquerait alors la teneur élevée de ces substances en 
azote: 20 4 22 p. 100 (voir tableau I), tandis que les protéides 
ou les protéoses pures n’en conliennent d’ordinaire que 15 a 
16 p. 100. 

Pour ce qui concerne la constitution en principes immé- 
diats de la tuberculine phosphotungstique, on devait logique- 
ment s’allendre a trouver un mélange de principes azotés plus 
ou moins complexes : protéides, protéoses et polypeptides 
d’origine bacillaire. En effet, les réactions colorées des pep- 
tides : réaction du biuret, réaction d’Adamkiewitz, réaction de 
la ninhydrine et réaction de Millon, sont positives. 

Nous avons fait des essais de dialyse en vue de déterminer 
la complexité de ces substances azotées. Le résultat fut tou- 
jours le méme. Au bout de trois jours, trois quarts environ 
des substances azotées totales traversent une membrane de 
collodion ordinaire imperméable au rouge Congo. Il y a done, 
tout au plus, un quart des principes azotés de la tuberculine 
phosphotungslique qui répondent a la définition des protéides 
proprement dits; le reste est constilué par des polypeptides ou 
par des protéoses, ou par des protéides particuliers relative- 
ment simples comme des protamines. 

La tuberculine phosphotungstique renferme, en outre, une 
proportion trés élevée de substances lipoidiques (déterminée 
par la méthode de Kumagawa-Suto) qui représentent le cin- 
quiéme environ des substances organiques totales. En dépit de 
cette teneur élevée en substances lipoidiques insolubles dans 
leau, la tuberculine phosphotungstique donne des solutions 
aqueuses parfaitement limpides, ce qui tend & prouver que ces 
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graisses sont liées d’une fagon ou d'une autre aux protéides ou 
aux protéoses. 

La tuberculine phosphotungstique ne contient pas de traces 
de substances réductrices, ni avant ni aprés l’hydrolyse par les 
acides minéraux étendus (1). 

La “fagon dont cette tuberculine se comporte vis-a-vis des 
solvants alcooliques est particulitrement intéressante. La solu- 
bilité dans lalcool méthylique ou éthylique des substances 
azotées qu’elle renferme est, en effet, tres grande (2) et, jusqu’a 
une concentration de plus de 90 p. 100 de l’alcool méthylique. 
aucun précipité n’apparait. Par contre, en présence d’alcool 
méthylique ou éthylique acide, une partie des substances 
azotées précipitent et entrainent avec ellesjtoute la substance 
tuberculinique active. 

Nous avons déterminé les conditions dans lesquelles ce pré- 
cipité entraine, dans le minimum de poids, toute la substance 
active contenue dans la tuberculine phosphotungstique. Pour 
cela, on concentre le produit dans le vide, & basse tempéra- 
ture, a la moilié de son volume, puis on ajoute lentement, en 
agitant, un volume de tuberculine ainsi concentrée 4 4 volumes 
d’alcool méthylique anhydre. On refroidit le mélange a 0°, et 
on l’additionne de 4 p. 100 (en volume) d’acide chlorhydrique 
normal. Le précipité est éliminé au bout de dix minutes par 
centrifugalion, lavé deux ou trois fois rapidement avec un 
peu d’alcool méthylique anhydre, et desséché dans le vide en 
présence d’anhydride phosphorique. On obtient ainsi une 
poudre grisdtre, nullement hygroscopique, qui contient dans 
un tiers de son poids presque toute la substance active con- 
tenue primitivement dans la tuberculine phosphotungslique 
(voir tableau IH). Cependant, cette tuberculine précipitée est 
trés riche en cendres : 70 p. 100 environ. On en réduit la 
teneur 450 p. 100 environ en dissolvant la poudre dans un peu 
d’eau et en traitant la solution aqueuse par quatre fois son 
volume d’alcool méthylique en présence d’acide chlorhydrique 


(1) Les pouvoirs réducteurs ont été déterminés par la méthode de G. Ber- 
trand et l’hydrolyse effectuée en présence d’acide sulfurique environ deux 
fois normal A 120° pendant une heure. = 

(2) I s'agit plutot dune pseudo-solubilité, car les alcools ne dissolvent 
que des substances lipoidiques a partir de la tuberculine phosphotungstique 
desséchée. 
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N/100. Ce lavage est répété deux fois. Les chiffres réunis dans 
le tableau II montrent que cette tuberculine reprécipitée ren- 
ferme, dans l’unité de poids, trois & quatre fois plus de sub- 
stance active que la tuberculine phosphotungstique primitive. 


Tasteau Il. — Constitution des précipités alcooliques 
obtenus a partir de la tuberculine phosphotungstique. 


1° Précipités obtenus par Valcool méthylique acide, non lavés. 


ey SUBSTANCKS TENEUR 
inert organiqnes p. 100 ae en azote p. 10) 
ia ns wenation de substances p. 100 de substances 
peer organiques totales organiques 
RP Moe acest eo Remote 30 it 15,4 
LW a eects oc AM ers yet 5k. 7 70 45 
TEEPE, Gees goes bees 35 67 16,2 
LN Be athe cece mrp a a ne 28 14 16 


2° Précipités oblenus par Valcool méthylique acide, lavés deux fois de suite. 


NUMERO CONCENTRATION TENEUR TENEUR 
A p. 1.000 aa eandnes en azote p. 100 
is ape earaton du filtrat du milieu 400 de substances 
Aaa, de culture oe . organiques 
| Pes res oe ter eet 0,07 54 15,8 
LR se eae eos 0,05 50 16,2 


Insoluble dans l’eau distillée, la tuberculine reprécipitée se 
dissout presque entiérement dans la soude N/100. La frac- 
tion insoluble dans ce solvant représente environ 10 p. 100 du 
poids total; elle est constituée en quasi totalité par des éléments 
minéraux (la teneur en cendres de cette fraction insoluble 
atteint, en effet, 90 & 95 p. 100). 


Propriétés biologiques de la tuberculine phosphotungstique. 


La plus grande dilution de tuberculine phosphotungstique 
qui provoque encore une réaction papuleuse nette chez le 
cobaye tuberculeux est trés sensiblement la méme que pour la 
tuberculine brute. Si les dosages sont effectués sur des cobayes 
dont l'allergie est & peu prés identique, on constate que l’acti- 
vité des divers échantillons provenant de préparations diffé- 
rentes est assez constante. Dans les conditions optima, la 
dose minimum est de 1/10 de centimétre cube d'une dilution 
au 1/19.000 ou au 1/20.000. Comme la teneur en substances 
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organiques oscille entre 2 4 3 p. 1.000, 1 milligramme de ces 
substances conlient donc environ 100.000 doses réactionnelles. 
La tuberculine phosphotungstique reprécipitée par l’alcool 
méthylique acide étant, comme nous l’avons vu, quatre fois 
plus active, son titre peut étre évalué & 400.000 doses par 
milligramme. 

La toxicité de la tuberculine phosphotungstique pour les 
cobayes tuberculeux est un peu plus faible que celle de la 
tuberculine brute. Il faut en injecter { cent. cube au minimum 
pour provoquer |’intoxication mortelle caractéristique chez ces 
animaux. 

Par contre, sa toxicité pour l’animal neuf est nulle: le 
cobaye normal supporte impunément |’injection intraveineuse 
de 20 4 40 milligrammes de la préparation brute. 

Etant donné | importance pratique d'une sensibilisation éven- 
tuelle au produit homologue, nous avons étudié comment 
se comportent les cobayes normaux qui ont recu plusieurs 
injections de tuberculine phosphotungstique. Aucune ‘sensibi- 
lité du derme n’a été observée, méme chez les animaux aux- 
quels on avait injecté un grand nombre de fois des doses faibles 
de ce produit. Ainsi, un lot de cobayes auquel nous avions 
injecté dix fois, & trois jours d’intervalle, 0 milligr. 3 de tuber- 
culine phosphotungstique sous la peau, n’ont pas réagi a 
linjection intradermique de 0c.c. 01 d’une solution a5 p. 1.000 
de celte substance. Mais plusieurs injections de doses fortes 
—de5a 10 milligrammes — conférent une sensibilité anaphy- 
lactique nette, quise manifeste par des réactions précoces lors 
de l’épreuve intradermique homologue. Bien qu’ils se montrent 
trés sensibles & injection intradermique de la préparation 
homologue, les animaux ainsi préparés ne réagissent pas a 
l'injection intradermique de tuberculine brute. 


Résumé et conclusions. 


L’acide phosphotungslique, en présence d’acide sulfurique, 
précipite intégralement toute la substance tuberculinique con- 
tenue dans les cultures de bacilles de Koch en milieu synthé- 
tique. En traitant le précipité ainsi obtenu par de la baryte a la 


630 ANNALES. DE L’INSTITUT PASTEUR 


neutralité, on obtient une solution parfaitement limpide qui se 
montre aussi active que la tuberculine brute. En dehors d’élé- 
ments minéraux indifférents provenant de l’hydrolyse du phos- 
photungstate de baryum, cette solution ne contient que des 
principes azotés et des substances lipoidiques d'origine bacil- 
laire. 

Des injections répétées de doses faibles de ces substances ne 
conférent pas de sensibilité appréciable au cobaye. 

Par le bon rendement de sa préparation, la stabilité de sa 
dispersion, la constance de son activilé et sa pureté, la tuber- 
culine phospliotungstique semble devoir remplacer avantageu- 
sement la ltuberculine brute, en particulier dans la pratique 
des intradermo-réactions diagnosliques chez homme et chez 
les animaux. 

En traitant la tuberculine phosphotungstique par l’alcool 
méthylique acide, on précipite environ 1/4 des substances 
quelle renferme, et toute lactivité réactionnelle du produit 
initial est concentrée dans ces substances précipitées. Séparées 
par centrifugation el desséchées, celles-ci se présentent sous 
la forme d’une poudre non hygroscopique et de conservation 
facile, soluble dans la soude & N/100 


SUR LE TRAITEMENT PREVENTIF OU CURATIF 
D’'UN SARCOME EHRLICH DE LA SOURIS 
PAR L’ADMINISTRATION PERORALE 
(D’UN PRODUIT SPLENIQUE ET RETICULO-ENDOTHELIAL 
SELON BRAUNSTEIN 


par A. BESSEMANS et L. ASAERT. 


(Institut d Hygiéne et de Bactériologie de l Université de T Etat, 
a@ Gand. Directeur : prof. D' A. Bessemans.) 


(DEUXIEME NOTE) 


A. — Historique. 


Aprés une série d’expériences préliminaires, Braun- 
stein |6 & 42) arrive & la conclusion que linjection sous- 
cutanée de tissu splénique de souris blanches normales est 
capable de prévenir, chez la méme espéce animale, le dévelop- 
pement expérimental du carcinome Ehrlich et du sarcome 
Jensen. 

Depuis lors, de nombreux auteurs signalent des faits ana- 
logues, tant chez la souris blanche que chez le rat blanc. C’est 
ainsi gue Lewin et Meidner [15], Oser et Pribram [16], Biach 
et Weltmann [4] et Watermann (19) confirment que |’injection 
lhypodermique de tissu splénique normal, et Tinozzi [18] que la 
transplantation intrapéritonéale d’une rate de souris normale, 
empéchent ou minimisent !’évolution des tumeurs malignes ; 
cependant que Apolant (1), Brancati [5], Recke [17] et Briida [43] 
affirment que, chez le rat et la souris, l’apparition ou |’évolu- 
tion du mal est favorisée par la splénectomie (1). 


(1) Un travail récent de A. Brsreoka et L. Gross (Vaccination du lapin 
contre ’épithélioma sous-cutané. C. R. Ac. Sciences, séance du 30 mars 1936, 
202, n° 13, p. 1217) signale aussi que ni la rate, ni le cerveau du lapin normal, 
injectés dans la peau, ne préservent contre l’inoculation, sous la peau ou dans 
Ja peau, d’une émulsion de |’épithélioma de Pearce-Brown. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 57, n° 6, 1936. 43 
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D’aprés Braunstein [41], qui s’adresse cette fois au pore et au 
veau, l’effet favorable précité ne revient pas uniquement a la 
rate mais a tout l'appareil défensif mésenchymateux du systéme 
réticulo-endothélial. Partant de la, cet auteur prépare et éludie 
une série de produits spléniques et réticulo-endothéliaux, dont 
le meilleur s’adminisire exclusivement per os et renferme les 
éléments actifs, prélevés chez le iapin, le porc et le veau, les 
uns normaux, les autres traités préalablement au moyen de 
tissus tumoraux ou de sang de sujets humains cancéreux. 

Si on résume les résultats obtenus par Braunstein, au 
moyen de cette préparation, chez 567 animaux (souris et rats), 
on peut dire ce qui suit : administration pérorale de 0 gr. 5 
par jour et par animal est capable de conférer a la souris, au 
bout de quinze jours et dans 62.4 p. 100 des cas, une immunité 
absolue vis-a-vis de certaines tumeurs malignes (carcinome 
Ehrlich, sarcome Jensen), dont le transfert, chez les témoins, 
réussit quatre-vingt-dix 4 cent fois pour cent; dans 37,6 p. 100 
des cas, l’immunité n’est que relative, c’est-a-dire que la tumeur 
apparail mais n’atteint que le cinquiéme des dimensions qu elle 
prend chez les animaux témoins, en méme temps que son 
transfert ne réussil plus. 

Pourtant, dans le méme ordre d’idées, Woglom [20] observe 
que l’addition d’un peu de rate & un sarcome de rat produit 
souvent des tumeurs plus grosses que la greffe sarcomateuse 
seule. D'aprés Baroni et Comsia [2], du tissu embryonnaire ou 
placentaire vivant peut immuniser le rat adulte a l’égard d’un 
sarcome; mais administré en méme temps que celui-ci, il 
exerce une action stimulante sur la tumeur. Harde et Henri 
estiment également que l’addition de cellules hépatiques nor- 
males 4 une suspension de cellules sarcomateuses dans |’eau 
physiologique peut augmenter, chez la souris blanche, la viru- 
lence du néoplasme. 


B. —— Recherches personnelles. 


Grace 4 la bonne obligeance de Braunstein qui voulut bien 
mettre & notre disposition une quantité suffisante de son der- 
nier produit, nous en avons pu étudier, chez la souris blanche, 
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action préventive et curative sur un sarcome Ehrlich, dont 
nous avons décrit ailleurs les propriétés et la résistance & divers 
agents physiques [3]. Tous les animaux utilisés pesaient 
20 grammes environ. Ils recurent, par jour et par sujet, d’abord 
0 gr. 5, et ensuite, sur le conseil de Braunstein lui-méme, 
0 gr. 20 intimement mélangé a du pain blanc : ce traitement 
exerca, dés la premiére semaine, une action stimulante mani- 
feste sur l’état général, le poids finissant parfois par augmenter 
de 5 grammes en quelques jours. Toutes les inoculations sar- 
comateuses furent effectuées comme précédemment, sous la 
peau dorsale, 4 raison de 0 c.c. 1 de bouillie pure de coque 
charnue par animal. 


I. — Sooris TRAITEES UNIQUEMENT PAR VOIF CURATIVE. 


10 animaux, arrivés au quinziéme jour de leur inoculation 
et porteurs de néoplasmes bien développés agés d’environ cing 
jours, regoivent a partir de ce moment 0 gr. 25 de produit 
Braunstein par jour et par téte. Chez tous, les tumeurs conti- 
nuent d’évoluer comme chez les souris témoins (1); elles se 
prétent parfaitement au transfert en série, et tuent leur porteur 
quatre a cing semaines aprés l'inoculation. 


II. — Souris TRAITEES A PARTIR DE LA CONTAMINATION. 


Tous les jours, 0 gr. 25 de produit Braunstein (20 animaux). 
La réceptivité parail accentuée, car la tumeur apparait du 
sixiéme au dixi¢me jour aprés l’inoculation, elle s’ulcére du 
dix-huitiéme au vingtiéme jour, et la mort survient vers la 
troisitme semaine. Nous laissons |’ évolution se poursuivre ainsi 
chez 10 souris. Les 10 autres servent au transfert, avant l’ulcé- 
ration, chez 10 souris neuves ainsi que chez 10 souris traitées 


(1) Pour rappel, l’évolution chez une souris normale est la suivante, si l’on 
injecte par voie hypodermique, dans la région dorsale, 0 c.c. 1 de bouillie 
pure de coque charnue. Aprés cinq 4 six jours, l'inoculat devient plus com- 
pact et plus cohérent au toucher, comme si une capsule fibreuse s’était 
formée alentour. Le dixiéme jour environ, la tuméfaction commence a 
grandir. Elle se développe réguli¢rement et rapidement, et atteint en 
moyenne, au bout de un mois, les dimensions d'une grosse noix de galle. La 
mort de l’animal survient invariablement dans la cinqui¢me semaine 4 
partir de l'inoculation. 
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préventivement depuis dix jours a raison de 0 gr. 25 de produit 
Braunstein par jour et par téte. Pour chacun de ces deux der- 
niers groupes, la moilié des animaux ne montre plus que des 
tumeurs ramollies, 4 croissance retardée, et dont le transfert 
chez des souris neuves est inopérant; l'autre moitié demeure 
indemne et ne présente aucune immunité. 


Ill. — Sourts TRAITRES PREVENTIVEMENT 
JUSQU AU JOUR DE L INOCULATION. 


a) ADMINISTRATION PREALABLE ET QUOTIDIENNE, DURANT VINGT 
jours, DE 0 Gr. 5 pe propuiT Braunstein. Chez 20 souris ainsi 
traitées, la tumeur apparait dés le cinquiéme jour aprés l’ino- 
culation, alors qu'elle ne se montre qu’aprés neuf a dix jours 
chez les souris témoins. Le néoplasme croit, au surplus, avec 
une rapidité exceptionnelle, 4 tel point que les 20 animaux y 
succombent au bout de quinze jours. 


4 


6) ADMINISTRATION PREALABLE ET QUOTIDIENNE, DURANT VINGT 
Jours, DE 0 cr. 25 pe proouir Braunstein. — Sur 20 souris ainsi 
traitées, 3 paraissent encore indemnes au bout d’un mois et, 
réinoculées & ce moment, ne manifestent aucune immunité, 
atlendu qu’elles développent dans le délai habituel les mémes 
tumeurs sarcomateuses que les animaux témoins. 

Les 17 autres montrent, aprés huit jours, l’apparition du 
sarcome, qui suit un cours accéléré et occasionne la mort, chez 
12 animaux, dix-huit & vingt jours aprés l’inoculation. 

Les 5 souris restantes de ce groupe servent, au moment ou 
leur tumeur atleint quinze jours, au transfert du néoplasme 
chez 10 souris neuves, dont 3 restent apparemment négatives 
durant un mois et ne manifestent aucune immunité vis-a-vis 
d’une réinoculation, cependaut que les 7 autres réagissent posi- 
tivement, comme de régle. 

3 de ces derniers animaux succombent a leur mal. Les 
4% autres servent, au moment ow leur tumeur atteint trois 
semaines, au transfert du néoplasme chez 10 souris neuves. De 
ce nouveau groupe de 10 souris il n’est plus que 2 sujets chez 
qui la tumeur prend; 3 autres demeurent négalifs et non 
immunisés, cependant que les 5 restants présentent au bout de 
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huit jours une nécrose locale, qui conduit bientot a l’ulcéralion 
et & la mort par infection secondaire. 

Les 2 derniéres souris positives servent, comme d‘habitude, - 
au transfert de la tumeur chez un troisidme groupe de souris 
neuves ; aucune de celles-ci ne devient positive ni ne se montre 
immunisée contre la tumeur. 


C) ADMINISTRATION PREALABLE ET QUOTIDIENNE, DURANT UNE OU 
PLUSIEURS SEMAINES ESPACKES DE HUIT JOURS, DE 0 GR. 25 DE PRODUIT 
Braunstemn. — Quatre groupes de 10 souris chacun. L’inocu- 
lation sarcomateuse n’a lieu qu’aprés un traitement de huit 
jours (1°" groupe), de deux fois huit jours avec une semaine 
dintervalle (2° groupe), de trois fois huit jours avec deux 
périodes d’une semaine d’intervalle (3° groupe), de quatre 
fois huit jours avec trois périodes d’une semaine d'intervalle 
(4° groupe). 

Les 40 animaux se montrent plus réceptifs que les témoins; 
leur tumeur apparait, comme chez les 17 premiéres souris 
posilives de la série 6, dés le huitiéme jour, et se développe 
plus rapidement que de coutume, occasionnant la mort dix- 
huit & vingt jours aprés l‘inoculation chez 20 animaux. 

Les 20 souris restantes servent & des transferts en série, qui 
prennent de moins en moins, d’ailleurs sans immuniser, jus- 
qu’a ce qu’un troisiéme sous-transfert chez 10 souris neuves 
demeure complétement inopérant, tant au point de vue pro- 
duction de tumeur que d’immunité. 


TV. — Souris TRAITEES SANS INTERRUPTION DEPUIS PLUSIEURS JOURS 
AVANT L’INOCULATION. 


Administration quolidienne et ininterrompue jusqu’a la fin, 
de 0 gr. 25 de produit Braunstein par téte, depuis le dixiéme 
jour avant ]’inoculation, chez 15 souris. 

Pour la premiére fois un résullat négaiif est observé, 
notamment chez 3 animaux dont le traitement est interrompu 
durant un mois a partir du trentiéme jour aprés leur inocula- 
tion. Aprés ce mois de repos, l’effet du traitement parait perdu 
chez tous; car la réinoculalion produit, sans exception, un 
sarcome semblable a celui des témoins. 

La tumeur, qui apparait aprés huit a dix jours chez les 12 
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autres souris, est bien développée trois semaines apres |’inocu- 
lation et conduit a la mort huit jours plus tard, comme chez 
les animaux témoins; seulement elle présente dans le courant 
de la quatriéme semaine une tendance manifeste a l’ulcération 
et & la nécrose. La troisitme semaine, 5 souris de ce groupe 
seryent au transfert de la tumeur chez 10 animaux neufs. 

Sept de ceux-ci demeurent indemnes et non immunisés. 
Chez les 3 autres, la tumeur n’apparait que du dixiéme au 
quinziéme jour; au surplus, elle est ramollie et & croissance 
retardée. Nous laissons évoluer l'une de ces souris; elle suc- 
combe la cinquiéme semaine aprés l’inoculation. Les deux res- 
tantes sont utilisées dans le courant de la quatriéme semaine 
pour des essais de transfert & 5 souris neuves ; toutes celles-ci 
demeurent indemnes, sans s immuniser. 


C. — Conclusions. 


4 


En traitant 125 souris blanches par des administrations 
perorales quotidiennes de 0 gr. 25 ou de 0 gr. 50 d’un produit 
splénique et réticulo-endothélial suivant la méthode de Braun- 
stein, & effet de les guérir d'un sarcome Ehrlich de la souris 
(recu de Besredka) ou d’en prévenir Vapparition, nous avons 
observé ce qui suit: 

1° Un traitement uniquement curalif ne produit aucun effet 
sur la tumeur de l’animal traité, ni sur celles provoquées par 
son transfert en série; 

2° Un traitement préventif jusqu’an jour de linoculation 
ainsi qu'un traitement a partir de celle-ci produisent, d’une 
part, un effet stimulant initial sur la tumeur de l’animal 
traité, d’autre part, un effet ulcératif tardif sur ce méme néo- 
plasme et un abaissement progressif de la vitalité sur les 
tumeurs provoquées parson transfert en série ; 

3° Un traitement ininterrompu depuis dix jours avant l'ino- 
culation est capable d’empécher l’apparition dela tumeur chez 
3 animaux sur 45, cependant que pour les autres il produit 
un effet ulcératif tardif sur la tumeur de l’animal traité et un 
abaissement progressif de la vitalité sur les tumeurs proyo- 
quées par son transfert en série; 

4° Les animaux, chez lesquels aucune tumeur n’est apparue 


TRAITEMENT D’UN SARCOME DE LA SOURIS 637 


a la suite de leur inoculation au moyen d’une tumeur lLraitée, 
ne sont pas devenus réfractaires & la réinoculation ; 

3° Les animaux, qu’un traitement a protégés contre l’appari- 
tion de la tumeur, perdent cette protection au bout d’un mois 
de cessation de la cure. 

A premiére vue ces résultats ne concordent pas avec ceux 
de Vinventeur de la méthode. Toutefois, il y a lieu de remar- 
quer que la tumeur qui a servi & nos essais est particuliére- 
ment active, a tel point qu'il n’est pas exclu quelle se déve- 
loppe et entraine méme la mort de l’animal avant que 
influence favorable du produit administré se soit fait sentir. 
C'est '& la lumiére de cette interprétation que nous estimons 
devoir comprendre non seulement la rareté des succés absolus 
que nous avons enregistrés, mais encore les effets immédiats 
partiels chez les animaux traités, ainsi que les effets éloignés 
chez ceux qui recurent des fragments de tumeur directement 
ou indirectement influencée. 
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LE VIRUS RABIQUE FIXE 
DE L’INSTITUT PASTEUR DE HANOI 


par J. GENEVRAY et J. DODERO. 


(Institut Pasteur de Hanoi, Indochine.) 


Le virus fixe de Paris, souche « Pasteur », utilisé dans de 
nombreux Instituts anlirabiques a subi depuis son origine des 
variations portant soit sur sa virulence, soit sur ses affinités 
dermotropes ou neurotropes, soit sur sa sensibilité aux agents. 
physiques et chimiques (dessiccation, chaleur, glycérine, etc.). 

Aussi, est-il de notion courante maintenant, que les diverses: 
souches, provenant du virus fixe de Paris, sont non seule- 
ment notablement différentes de la souche d'origine fixée par 
Pasteur, mais présentent encore entre elles des divergences 
appréciables. 

Comme dans chaque Institut, la connaissance exacte des 
propriétés biologiques du virus utilisé est indispensable & la 
conduite rationnelle du traitement, il est nécessaire d’en 
reprendre l'étude a intervalles réguliers pour pouvoir juger 
des variations nouvelles possibles. 

Voyons comment, en 1935, se comporte le virus fixe utilisé 
a l'Institut Pasteur de Hanoi. 


I. — Origine du virus. — Technique des passages. 


Le virus fixe que nous employons provient du virus fixe de: 
Paris (deux cent soixante-quinziéme passage) apporté par 
A. Calmette en Cochinchine en 1891, lors de la eréation de 
Institut Pasteur de Saigon. Ce virus est actuellement A son 
deux mille trente-troisiéme passage sur lapin. 

Les inoculations se font suivant la technique habituelle: 
injection aprés trépanation de 0c. c. 5 d’une émulsion au 1/50 
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en eau physiologique d’un fragment de bulbe prélevé sur un 
lapin de passage dont la paralysie est & son maximum et 
sacrifié par saignée dix & douze heures avant la mort, de facon 
a éviter les contaminations microbiennes si rapides et si fré- 
quentes sous nos climats. 

Deux bulbes sont ainsi prélevés & chaque séance de démoel- 
lation et mis en glycérine dans deux pots-bans. Des ensemen- 
cements de controle sont pratiqués en bouillon et l’on n’utilise 
pour les passages que les bulbes dont le bouillon est resté stérile. 

Les bulbes de passage sont. conservés en glycérine au frigi- 
daire pendant une semaine avant leur emploi. 


If. — Pouvoir pathogéne du virus fixe de Hanoi 
pour les animaux. 


A. Lapin. 


1° Inoculation sous-dure-mérienne. — Le virus de Hanoi est 
caractérisé par une incubation et une durée de la maladie 
relativement courtes. 

Les lapins inoculés présentent, dés la fin du quatriéme jour, 
des troubles de Ja locomotion, de la parésie cervicale, de 
Pinappétence. Au début du cinquiéme jour, troubles paraly- 
tiques ‘du train postérieur s’accompagnant de tremblements et 
de mdchonnements. Vers le milieu du cinquieme jour une 
partie des animaux sont couchés avec une respiration difficile, 
saccadée; leur alimentation est nulle. Au matin du sixiéme 
jour la respiration est 4 peine perceptible, les animaux sont en 
période préagonijue, la mort survient & la fin du sixiéme jour 
ou au début du septiéme. 

La durée de la maladie est raccourcie pendant les jours trés 
chauds ou trés froids et la paralysie est alors compléte dés la 
moitié du cinquiéme jour le plus souvent. 

2° Inoculation dans la chambre antérieure. — La paralysie 
survient en général au neuviéme jour et la mort du dixitme au 
onziéme jour. 

Nous avons constaté des irrégularités d’'incubation et méme 
des défaillances avec ce mode d’inoculation. 
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3° Scarification de la cornée. — La cornée est scarifiée avec 
un vaccinostyle et badigeonnée avec une émulsion au 1/50. 


4 lapin est paralysé au quatriéme jour, la mort survient le cinquiéme jour. 
4 lapin est paralysé au cinquiéme jour, la mort survient le neuviéme jour. 
1 lapin est paralysé au huitiéme jour, la mort survient le dixiéme jour. 


4° Frictions de la muqueuse nasale. —- La muqueuse nasale 
d'un lapin est frictionnée avec un tampon de coton imbibé 
d’une émulsion de virus fixe au 1/50. 

Paralysie au douziéme jour, mort le quatorziéme. 

5° Inoculation intramusculaire. — Nous avons inoculé 5 cent. 
cubes et 10 cent. cubes d’une émulsion au {1/10 dans les 
muscles de la cuisse. 


Avec 5 cent. cubes : 1 lapin paralysé au douziéme jour, mort au treiziéme 
jour. 
Avec 10 cent. cubes: 1 lapin paralysé au sixiéme jour, mort au huiliéme jour. 


6° Inoculation sous-cutanée. — Les lapins inoculés sous la 
peau du ventre avec 5 cent. cubes ou 10 cent. cubes d’une 
émulsion au 1/50 de virus fixe n’ont jamais présenté aucun 
symptome et étaient bien portants aprés une observation de 
qualre-vingts jours. 


B. Cosaye. 


Par la voie cérébrale la paralysie survient au septiéme jour, 
la mort survient au dixiéme. 

Par la voie intra-oculaire la paralysie survient du sepltidme 
an huitiéme jour et la mort du huitiéme au dixiéme. 

Par la voie intramusculaire, paralysie au septiéme jour, 
mort au neuviéme. 

Par la voie sous-cutanée, paralysie du neuviéme au dixiéme 
jour et mort du nenviéme au onziéme jour. 


C. Sovris. 


Par jla voie intracérébrale, la paralysie survient du qua- 
triéme au cinquiéme jour et la mort du cinquiéme au septiéme. 
La dilution au 1/1.000 a paralysé plus vite que la dilution au 
1/50, fait déja signalé par Remlinger. 
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Par la voie intra-oculaire, la paralysie survient au neuyiéme 
jour et la mort au dixiéme. 


Par la voie intramusculaire, paralysie au huitiéme jour et 
mort au neuviéme. 


Par la voie sous-cutanée, inoculation d’une dilution au 
1/100 donne les résultats suivants : 


We 1 souris paralysée au neuviéme jour, morte au dixiéme jour 
er 4 souris paralysée au neuviéme jour, morte au onziéme jour. 


4 cent.cube. 4 souris paralysée au septi¢me jour, morte au huitiéme jour. 


D. Cuten. 
Inoculation intracérébrale. — Début de la paralysie au 
‘sixiéme jour, mort au septiéme jour. 
Inoculation intra-oculaire. — Début de la paralysie au 


-dixiéme jour, mort au douziéme jour. 

Inoculation intramusculaire (muscles du cou et de la cuisse). 
— Négative. 

Inoculation sous-cutanée. — Négative. 

Un des chiens en expérience, inoculé avec 20 cent. cubes 
d’une émulsion coucentrée de virus frais sous la peau a résisté 
4 inoculation de virus fixe par la voie intra-oculaire et a l’ino- 
-culation par la méme voie d’un virus des rues. 


E, Since. 


Nous n’avons essayé chez le singe que la voie sous-cutanée, 
-ceci pour juger de l’innocuité de notre virus frais injecté sous la 
peau. Les inoculations se sont montrées négatives. Un Macacus 
rhesus femelle de 4 kilogrammes a recu chaque matin pendant 
quinze jours sous la peau du flanc droit et du flanc gauche 
deux injections de moelle de zéro jour (1/2 centiméire de 
-‘moelle émulsionné dans 5 cent. cubes d’eau physiologique par 
injection). L’animal est resté indemne. 


F. Poute, Coa. 


2 poules ont élé inoculées sous la dure-mére avec 0 c. ¢. 3 
dune émulsion au 1/50. L’'une a commencé & tituber le quin- 
ziéme jour, s'est couchée le dix-septiéme, s'est remise sur ses 
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pattes le dix-neuviéme, demeure bien portante aprés six mois. 
d’observation. 

L’autre n’a présenté aucun symptome. 

Par contre, 2 coqs inoculés sous la dure-mére avec 0 c. c. 3: 
d'une émulsion de virus fixe au 1/50 ont &é paralysés au cin- 
quiéme jour et sont morts le sixiéme. 

Nous avons groupé dans le tableau suivant les résultats de 
Vinoculation du virus fixe de Hanoi aux divers animaux par 
les différentes voices. 


VOIE D INOCULATION LAPIN CHIEN SINGE | COBAYE| SOURIS COQ POULE |} 


Intra-cranienne 

Intra-oculaire ... . 
Intra-musculaire. . . 
Sous-cutanée .... 


III. — Résistance du virus fixe aux agents chimiques, 
physiques et mécaniques. 


A. — R&SISTANCE A LA DESSICCATION ET A LA GLYCERINE. 


Les moelles ayant servi & nos expériences proviennent de 
lapins de passage de 1 kilogr. 8 & 2 kilogrammes. Aprés prélé- 
vement au mandrin d’Oshida, elles sont suspendues dans des 
flacons Pasteur 4 deux tubulures contenant 100 & 110 grammes 
de polasse caustique et mises a l’abri de la lumiére a des tem- 
pératures différentes. 

Chaque jour, on coupe des fragments de moelle de 1 centi- 
métre que l’on met dans des pots-bans contenant 60 cent. 
cubes de glycérine neutre stérilisée et conservés au frigidaire 
a+ 3°. Pour que nos résultats soient plus exactement compa- 
rables, les résistances & la dessiccation et a la glycérine ont 
toujours été étudiées pour une méme moelle. 

Lianimal d'expérience est le lapin de 2 kilozrammes environ. 
Les émulsions faites en eau physiologique sont au 1/50 et la 
dose inoculée sous la dure-mére de 0c. c. 3. Nous avons choisi, 
comme délat de la maladie, la période de temps comprise: 
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ne . 
entre l’inoculation et le moment ow l’animal est couché com- 
plétement paralysé, de préférence au moment de la mort, en 


TasLeav I, — Moelles desséchées. 


NOMBRE DE JOURS DE DESSICCATION 


VEMPERATURE 
de dessiccation 
en degrés 


9) 


Délais de la maladie en jo 


Tasceau Il. — Moelles desséchées 4 20°-25° 
et conservées en glycérine au frigidaire 4 + 3° C. 


DURKEE NOMBRE DE JOURS DE DESSICCATION 
de conservation 
en glycérine 
en jours 


Délais de la maladie en jours : 


ear igre Me eal oe la fe 


TasLeau III]. — Moelles desséchées a + 3° 
et conservées en glycérine au frigidaire a + 3°. 


NOMBRE DE JOURS DE DESSICCATION 


SEJOUR 
en 
glycérine 
en jours 


Deélais de la maladie en jours : 


6 7 7 7 7 Ak |) TOI PS 
7 7-10} 8 

7 9 

8-9 | 10 


N. B. — Pour chauue expérience il a été essayé plusieurs moelles et inoculé plusieurs 
¥ animaux. On a indiqué par deux chiffres les délais de maladie extrémes observes. 
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raison des variations de durée de la période agonique fré- 
quentes dans les pays chauds. 

Nous avons étudié ainsi l'action de la dessiccation seule aux 
températures de 37°, 22-25°, 10-12° et 3°, et l’action de la des- 


Poids des 
moelles 
en cenligrammes 


Of O15 es ee ea 


Nombre de jours de dessiccation. 


GRAPHIQUE 1. 


siccation et de la glycérine aux températures de 22-25° et 3°. 

Les tableaux de la page précédente groupent les résultats 
de nos expériences. 

L’examen de ces tableaux montre que : 

1° Avec le virus fixe de Hanoi, les moelles perdent leur 
virulence pour le lapin au cinquiéme jour de dessiccation & 
37°, au huitiéme jour de dessiccation & 22-259: par contre, des- 
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5 


séchées & 10-12° ou & 3° au frigidaire, elles conservent leur 
virulence jJusqu’au quinziéme jour au moins; des moelles des- 
séchées au frigidaire 4+- 3° se sont encore montrées virulentes 
au vingt-cinquiéme jour. 

Les délais de la maladie varient trés peu par rapport aux 
différences de température; seule, la dessiccation & + 3° semble 
assurer dans les six premiers jours un trés léger raccourcisse- 
ment constant de la maladie. 

2° Lorsque l’aclion de la glycérine vient s’ajouter & celle de 
la dessiccation, les moelles de un, deux, trois, quatre jours 
desséchées 4 22-25° et immergées sept jours en glycérine au 
frigidaire &-+ 3° conservent leur virulence, les moelles de cing 
jours étant déja avirulentes. 

Par contre, lorsque les moelles sont desséchées au frigidaire 
a+ 3° laction de la glycérine est tras faible. (est ainsi qu’au 
vingtiéme jour de conservation en glycérine au frigidaire & 
+ 3°, les movlles de quatorze jours sont encore virulentes et 
qu’au trentiéme jour de glycérine, Ja virulence ne se perd 
qu’aprés dix jours de dessiccation. 

La encore, bien que les délais de la maladie paraissent aug- 
menter avec le séjour en glycérine, les variations sont faibles. 

Pour nous permettre de calculer la quantité totale de sub- 
stance nerveuse inoculée dans nos diverses formules de traite- 
ment, nous avons recherché quelle est la perte de poids que 
subissent les moelles pendant leur dessiccation en potasse. 
Nous avons expérimenté sur un certain nombre de moelles, et, 
a diverses températures, les moyennes se sont montrées cons- 
tantes. 

Les courbes ci-contre montrent que la perte de poids est 
extrémement rapide au début pour atteindre un palier vers le 
sixiéme jour (Graphique 1). 


B. — Résistance A L ETHER. 


Des cerveaux de passage sont soumis a l’action de |’éther 
au frigidaire (+ 3° C.) pendant des temps variant de un a onze 
jours. Lavés a l'eau physiologique et broyés, ils sont inoculés a 
des lapins par voie sous dure-mérienne ala dose de 0c. c. 3. 
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lapin paralysé Je septitme jour, mort Je dixiéme. 


' 4 
ca ucsl sonal lo 4 lapin paralysé le septiéme jour, mort le dixiéme. 
4 
il 


3} 
i). 4 
ja} 


Apres 160 h. ... 4 lapin paralysé le septi¢me jour, mort le huitiéme. 


lapin paralysé le sixiéme jour, mort le huitiéme. 
lapin paralysé le septiéme jour, mort le neuviéme. 
1 lapin paralysé le sepli¢me jour, mort le neuviéme. 


Aprés 120 h. (5 
( 1 lapin paralysé le septiéme jour, mort le neuvieme. 


Aprés 144 h. (6 


Es : lapin paralysé le sepliéme jour, mort le septieme. 
ise el SUNT lapin paralysé le septiéme jour, mort le neuviéme. 
Aare lapin paralysé le septiéme jour, sacrifié pour passage. 
mpeee tle ee } lapin indemne. 


Aprés 240 h. (10 j.). 
Aprés 264 h. (11 j.). 


lapin paralysé le septiéme jour, mort le septiéme. 


wo —_ = > eee: 


lapins indemnes. 


Nous avons dans le tableau ci-dessous résumé les résultats 
obtenus par Remlinger et ses collaborateurs avec divers virus 
fixes. Le virus fixe de Hanoi se range donc parmi les plus 
résistants a l’action de l’éther sulfurique. 


4 


264 HEURES 


aa | 72 HEURES 
+ | 84 NEORES 
oe | 96 HEURES 
+ | 120 HEURES 
+ | 144 HEURES 
— | 160 HEURES 
+ | 168 HEURES 
+ | 192 NEURES 
+ | 215 HEURES 
| | 240 HEURES 


Virus Tanger T 


Virus des Instituts del Europe : 


Saas meg ee 


Virus Kasauli.. . . 
Virus Hanoi 


4 2e ae 
+4444 
+ | +++ 


+1 +4 
+1141 
+1141 


+ |i] | 


C. — Acrion DE LA BILE. 


Une émulsion de virus fixe au 4/100 est centrifugée a faible 
régime et mélangée a de la bile de lapin dans les proportions 
suivantes : 


Emu Sionid Gavintis fixe a eeeeeen een 4 cent. cube. 
Bile denlapin morn). san been sea eee ORCHCa Ss 


Les mélanges sont laissés deux heures A |’étuve & 37° et, 
aprés vingt-quatre heures au frigidaire, inoculation de Oc. c. 2 
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au lapin par voie intra-oculaire en raison de la grande toxicité 
de la bile quand elle est introduite dans les centres nerveux. 

On inocule 2 lapins pour chaque mélange. Les lapins ino- 
culés n’ont présenté aucun trouble. Le témoin est mort de rage 
dans les délais normaux. 

Notre virus fixe est done neutralisé in vitro par la bile de 
lapins normaux ainsi que l’avaient montré Vallée et Lesieur 
dés 1901 et 1906 (1). 


D. — Diurions. 


En partant d’un bulbe conservé quarante-huit heures en 
glycérine, nous avons fait des dilutions allant de 1/1.000 & 


Incubation 
/ en jours | 


~ 


AMWAOADN®AHOO 


1000 49 20, 30, 40.50.60.70.80.90400.110.120130140.450.200300.400.500600000 
Dilutions de 1/1000 a 1/600.000 


GRAPHIQUE 2. 


1/600.000 qui ont été injectées au lapin par voie sous-dure- 
mérienne. 

Nos résullats sont réunis dans Je graphique ci-dessus. 

De l’'examen de ce graphique, il ressort que les délais de la 
maladie ne sont pas sensiblement influencés par l’augmenta- 
tion des taux de dilution, la moyenne restant de six jours. 


(1) Vatiée, Action de la bile sur le virus rabique. Rev. vélérinaire, 26, 1901. 
— Lxsteour, Neutralisation du virus rabique par la bile ou les sels biliaires. 
C. R. Sec. Biol,, 64, 1906. 
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1 /500.000 semble le taux limite de dilution pour notre virus, 
résultat comparable a celui obtenu par Remlinger avec le virus 


fixe de Tanger (Graphique 2). 


E. — ActTION DE LA CENTRIFUGATION. 


Une émulsion au 1/1.000 d’un fragment de bulbe est centri- 
fugée pendant des temps variables 4 3.000 tours-minute, on 
inocule sous la dure-mére de 2 lapins 0c. c. 3 du liquide sur- 
nageant. 

1 lapin paralysé le cinquieme jour, mort le 
septieme. 

1 lapin paralysé le cinquiéme jour, mort le 
huilieme. 


Emulsion centrifugée pendant 
NAVEL) AVM, 6 6 a Oo On 


sixiéme. 
4 lapin paralysé le sixiéme jour, mori Je 
sixiéme. 


| 
4 lapin paralysé le sixiéme jour, mort le 
Emulsion centrifugee pendant ! 


4 
( 4 lapin paralysé le sixitme jour, mort le 
Emulsion centrifugée pendant sixiéme. 
WIKI Mlo coo o8G 5 oOo ) 
\ sixiéme. 


4 lapin paralysé le sixieme jour, mort le 


Emulsion centrifugée pendant sepueme. 
deuxtheures? - (314... 3 - = 4 lapin paralysé le sixiéme jour, mort le 
huiliéme. 


Emulsion centrifugée pendant ( 1 lapin paralysé le sixitme jour, mort le 
trois heures (trois centrifu- huitiéme. 
gations successives de une } 1 lapin paralysé le sixitme jour, sacrifié 
heurerchacune: (1) aaaaneee pour passage. 


Emulsion centrifugée pendant quatre heures (quatre centrifuga- 
tions successives de une heure chacune).....,...... Négative. 


F. — ActTION DE LA CHALEUR. 


Chauffage a 41°. — Une émulsion au 1/50 en eau physio- 
logiqgue d’un fragment de cerveau de passage est mise en 
ampoules et conservée a I’étuve & 41° C; aprés des temps 
variables, elle est inoculée sous la dure-mére de 2 lapins a la 
dose de 0c. c. 3. 


(1) On centrifuge pendant une heure, le liquide surnageant est repris et 
centrifugé pendant une heure et ainsi de suite. 


4 lapin paralysé le sixiéme jour, mort le 
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Morea jour detuye:, lapin paralysé le cinquiéme jour, mort le septieme 
4 lapin paralysé le cinquiéme jour, mort le septi¢me. 


4 lapin paralysé le cinquiéme jour, mort le sixiéme. 


bres * jours d’eluve 1 lapin paralysé le cinquiéme jour, mort le septi¢me. 


1 lapin paralysé le cinquiéme jour, mort le septime. 


4 lapin paralysé le huiti¢me jour, mort le neuviéme. 
1 Japin paralysé le neuviéme jour, mort le onziéme. 
Aprés 4 mois d’étuve. Avirulente, 2 lapins négalifs. 


eras sGours Ubive. } 1 lapin paralysé le cinquiéme jour, mort le septiéme. 
Aprés 3 mois d’étuve. 


Chauffage a 60°. — Une émulsion au 1/100 chauffée au bain- 
marie & 60° pendant dix minutes est inoculée sous la dure- 
mére de 2 lapins. 


4 lapin paralysé au septiéme jour, mort au dixiéme. 
4 lapin paralysé au septiéme jour, mort au dixieme. 
Aprés vingt minutes de chauffage a 60°, l’émulsion est avirulente. 


G. — AcTION DU FROID. 
Une émulsion au 1/50 d’un cerveau de passage est mise en 


ampoules et laissée au frigidaire & 3° C. pendant des temps 
variables. Les résultats sont groupés dans le tableau suivant : 


CONSERVATION AU FRIGIDAIRE PENDANT 


8 jours | 22 jours 5 mois | 6 mois 


| 


| Paralysé 
| Mort 

| Paralysé 

Paralysé 

| Paralysé 
Mort 
Paralysé 


2 Japins 
a chaque controle. 


ess | Paralysé 


or or 
° © 
co CO 
> 3 
oz Ot 
o 
4) 
2 © 
oo 
o @ 


La lecture de ce tableau montre une augmentation de la 
période d’incubation aprés un long séjour au frigidaire, mais 
les variations sont trés faibles el ne sont en rien proportion- 
nelles & |’augmentation du temps de conservation. 
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H. — ConsERVATION DES MOELLES ET DES CERVEAUX V.F. 
EN PARAFFINE. 


Enfin, dans un but pratique, surtout pour pouvoir expédier 
les moelles et les cerveaux virus fixe sous un petit volume et 
avec le minimum de risques, nous avons étudié la conserva- 
tion du virus en paraffine. 

Des fragments de moelle ou de cerveau frais sont immergés 
dans de la paraffine fondant & 56-58° et stérilisés. Les blocs 
sont ensuite conservés & Ja température du laboratoire. Au 
moment de l’expérimentation, on casse le bloc et le fragment 
inclus est retiré trés facilement. 

L’inoculation au lapin par voie sous dure-mérienne a donné 


les résultats suivants : 


Aprés trois jours de paraffine, lapin paralysé au cinquigme jour, mort le 
huitiéme. 

Aprés dix jours de paraffine, lapin paralysé au cinquiéme jour, mort le 
huitiéme. 

Apres vingt jours de paraffine, lapin paralysé au sixiéme jour, mort le 
septieme. 

Aprés vingt-six jours de paraffine, lapin paralysé au septi¢me jour, mort le 
dixiéme. 

Apres trente jours de paraffine, lapin paralysé au sixiéme jour, mort le 
neuvieme. 

Aprés trente-sept jours de paraffine, lapin paralysé au sixiéme jour, mort le 
huitiéme. 

Aprés quarante-trois jours de paraffine, lapin paralysé au cinquiéme jour, 
mort le septiéme. 

Aprés quarante-trois jours de paraffine, lapin paralysé au sixiéme jour, mort 
le huitiéme. 

Apres quarante-huit jours de paraffine, lapin paralysé au sixiéme jour, mort 
le huitiéme. 

Aprés quarante-huit jours de paraffine, lapin paralysé au cinquiéme jour, 
mort le huitiéme. 

Aprés cinquante et un jours de paraffine, lapin paralysé au sixiéme jour, mort 
le huitiéme. 

Aprés cinquante et un jours de paraffine, lapin paralysé au sixiéme jour, mort 
le neuviéme. 

Aprés soixante jours de paraffine, lapin paralysé au cinquiéme jour, mort le 
neuviéme. 

Aprés soixante jours de paraffine, lapin paralysé au cinquiéme jour, mort le 
neuvieme. 
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Conclusions. 


De l'étude qui précéde, il ressort que le virus fixe de Hanoi a, 
au cours des nombreux passages pratiqués (deux mille trente- 
trois en février 1935), acquis pour le lapin une trés grande 
virulence se traduisant par une diminution progressive des 
délais d’incubation et de durée de la maladie. En 1925, Bablet 
signalait que ce virus alors au mille cing cent dix-huitiéme 
passage paralysait le lapin vers le sixiéme jour et le tuait du 
huitiéme au neuviéme jour. Les délais actuels, paralysie du 
quatriéme au cinquiéme jour et mort au sixiéme, sont parmi 
les plus courts connus. 

Cette haute virulence n'est d’ailleurs obtenue que par l’ino- 
culation sous dure-mérienne, |’inoculation intra-oculaire, la 
scarification de la cornée donnant des délais plus longs. 
NY’autre part, si, par la voie musculaire, notre virus fixe passe 
4 la souris, au cobaye et au lapin, il ne passe plus chez le 
chien : enfin, par la voie sous-cutanée, il se montre trés peu 
agressif, car Vinoculation par cette voie, encore positive chez 
la souris et le cobaye, est toujours négative chez le lapin, le 
chien et le singe. 

La résistance & la dessiccation et a la glycérine a diminué, 
mais dans des proportions beaucoup moins considérables que 
pour les virus fixes d’autres Instituts. La résistance a |’éther 
est considérable, mais en somme comparable & celle du virus 
fixe de Tanger. 

En 1935, le virus fixe de Hanoi posséde donc des propriétés 
biologiques qui le différencient de sa souche origine fixée par 
Pasteur ainsi qué des virus de méme origine utilisés dans les 
divers Instituts antirabiques. 

Comme nous le disions au début, la connaissance de ces pro- 
priétés est indispensable & la conduile rationnelle du traite- 
ment, et l’étude doit en étre reprise régulitrement, car elles 
sont appelées certainement & se modifier encore. 


DES RELATIONS NUMERIQUES 
ENTRE BACTERIES LYSOGENES ET PARTICULES 
DE BACTERIOPHAGE 


‘par Anpré GRATIA. 


(Institut de Bactériologie de [ Université de Liége ) 


Dans une note parue a la Société de Biologie, il y a un an, 
M. et Mv? Wollman [4] ont rapporté les résullats de leurs 
expériences sur une souche de B. megatherium spontanément 
lysogéne pour une souche asporogéne de ce bacille, souches 
toutes deux isolées par Den Dooren de Jong [2]. Ils ont confirmé 
cette note par un mémoire paru dans les Annales de l'Institut 
Pasteur en février dernier [3]. 

Leurs principales conclusions sont les suivantes : 

1° Le titre lytique d’une culture en bowilion du B. megathe- 
rium lysogéne 899 serait remarquablement bas (10°, 10¢) et trés 
inférieur & celui qu’on obtient avec les lysats bactériopha- 
giques (10°, 10°). 

2° Les cultures de B. megatherrum lysogene sur milieu 
solide (gélose séche) ne contiennent pas de bactériophages 
libres. 

3° De telles cultures contiennent des bactériophages intracel- 
lulaires. Ces bactériophages peuvent étre mis en liberté 
lorsqu’on fait dissoudre les bactéries par du lysozyme sous 
forme de blanc d’ceuf. 

4° Sous l’action de ce lysozyme, les suspensions de B. mega- 
thertum cultivé sur gélose mettent en liberté autant de parti- 
cules de anisms qu’elles donnaient de colonies par ense- 
mencement avant ce traitement. 

M. et M™* Wollman déduisent de cette stricte relation qu’il y 
a une particule de bactériophage dans chaque germe lysogéne. 
ils considérent cette notion comme difficilement compatible 
avec la théorie diastasique et avec la notion parasitaire des bac- 
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tériophages, mais comme confirmant remarquablement leur 
théorie selon laquelle le bactériophage serait un « facteur lyso- 
gene héréditaire », c’est-a-dire une particule représentative 
d’hérédité. 

Dés la publication de la note de M. et M™ Wollman, j’ai 
essayé de vérifier la curieuse relation numérique invoquée par 
ces auteurs en faveur de leur thése; mais j’ai constaté l'inter- 
vention de causes d’erreur que j'ai déjA rapportées dans ces 
Annales (4). Sans vouloir revenir ici sur cette discussion, je 
rappelle deux critiques principales que j’ai formulées,® savoir : 

Les émulsions du streptobacille qu’est le B. megatherium 
sont constituées : 

4° Non pas d'individus isolés, mais de chainettes de plusieurs 
individus, ce qui fausse entiérement les résultats des numéra- 
tions du microbe; 

2° D’autre part, de spores résistantes au lysozyme et dont la 
présence dans la culture sensible produit des taches claires qui 
faussent le résultat des numérations des taches de bactério- 
phage. 

A ce mémoire faisait suite une réponse de Wollman [5] qui 
ne m’a nullement convaincu, notamment en ce qui concerne 
Vobjection péremptoire du facteur « chainette » mais qui, par 
contre, réfute & juste titre l’objection du facteur « spore ». 
Dans leur note, M. et M™° Wollman disaient que leurs émul- 
sions de bacilles lysogénes étaient faites avec des cultures 
agées de dix-huit heures. Je ne pouvais pas deviner qu’ils 
entendaient par la des cultures ayant séjourné seulement treize 
heures & 37° et cing heures a la température du laboratoire, 
ainsi qu ils le précisent seulement beaucoup plus tard; ces cul- 
tures étaient alors non encore pourvues de spores, tandis que 
mes cultures ayant passé dix-huit heures entigrement a 37°, en 
contenaient dans la proportion d’environ une par chainetle 
d’une dizaine d'individus microbiens. Les expériences de 
Wollman étaient donc faites avec des émulsions sans spores. 
Je retire trés volontiers cette critique résultant d’un malentendu 
dont je ne suis pas responsable. Mais alors si l’on fait abstrac- 
tion du facteur « spore », onconstate que, dans mes expériences, 
onne retrouve plus la relation numérique de M. et M™° Wollman 
et je suis donc en désaccord non seulement sur |’interprétation, 
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mais encore sur le fait lui-méme. J’ai poursuivi mes recherches 
avec le vif désir d’obtenir exaclement les mémes résultats que 
M. et M™ Wollman. Pendant espace d’un an qui sépare la note 
de ces auteurs et la rédaction de ce mémoire, j'ai accompli au 
cours de multiples expériences des centaines de numérations, 
seule facon d’obtenir une représentation statistique convenable 
des relations numériques entre les individus lysogénes et 
les particules de bactériophage qu’elles liberent; malheu- 
reusement, je n’ai pu vérifier aucune des données de M. et 
M™° Wollman rappellées ci-dessus. 

Dans deux notes préliminaires [6], j'ai déja résumé trés brié- 
vement mes principaux résullats. Je désire les rapporter ici de 
facon aussi concise que possible, mais avec la précision dési- 
rable pour éviter tout malentendu. 


MaATéRIEL DE RECHERCHE. 


Voici l’origine des souches que j’ai employées : 

De juin & octobre 1935, j'ai utilisé comme souche lysogéne, 
le B. megatherrum 899 sporulé et comme souche sensible le 
B. megatherium 36 (mutilat) asporulé que je devais a l’obli- 
geance de M. Wollman, lequel les avait lui-méme recues de 
Den Dooren de Jong. 

D’octobre 1935 & mars 1936, }’ai continué mes expériences 
avec ces souches, mais concurremment avec une souche de 
B. megatherium 899 et avec une souche de B. megutherium 
« mutilat » 3386', que je dois a l’obligeance de M. Den Dooren 
de Jong. Entin, je me suis demandé si les divergences entre 
les faits décrits par M. et M™’ Wollman et les miens ne rési- 
daient pas dans d’éventuelles variations microbiennes surve- 
nues dans mes cultures. J’ai redemandé & M. Wollman ses 
souches 889 et 36, et c’est avec ces derniéres cultures que j'ai 
refait toutes mes expériences de mars a juin 1936. Qu’il me soit 
permis de remercier encore ici MM. Den Dooren de Jong et 
Wollman pour leurs aimables envois. 

Pour la conservation, les souches stock ont été réguliérement 
repiquées tous les huit jours et placées vingt heures a 37°; 
elles étaient ensuite conservées a la glaciére. Toutefois, mes 
expériences se poursuivant de fagon presque quotidienne, les 
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souches dont je me servais couramment étaient en fait repi- 
quées quasi tous les jours. Entretenues sur gélose ordinaire 
jusqu’en octobre 1935, elles le furent dans la suite sur gélose 
peptonée (eau 1.000, peptone 20, gélose 25). Les milieux de 
culture étaient ajustés a pH 7,4. 

Au cours de mes recherches, j'ai retrouvé des faits qui, tout 
au moins en cerlains points, concordent avec ceux observés 
par Den Dooren de Jong. Les cultures de B. megatherium 899 
sur gélose peptonée donnent, aprés quelques jours, des colonies 
secondaires de coloration jaune se détachant comme des gout- 
telettes de beurre fondu sur le fond créme de la culture qui, 
primitivement séche, devient muqueuse. A ce moment, tout le 
fond est entiérement formé de spores, tandis que les taches 
jaunes sont constituées par des bacilles présentant des formes 
d’involution aboutissant & un aspect de levures. Si l’on soumet 
a Visolement le matériel muqueux sporulé, on obtient des colo- 
nies seches, rugueuses, qui vont évoluer exactement comme 
ci-dessus en redonnant Ja méme dissociation, tandis que les 
taches jaunes soumises a l'isolement donnent des colonies 
lisses qui ne sporuleront pas. En somme, les premiéres colonies 
sont du type R, les secondes du type S. Comme le type R spo- 
rule, il se conserve aisément; par contre, le type S asporogéne 
est fragile. Le type R est beaucoup plus filamenteux que le 
type S, lequel s’obtiendra assez facilement sous forme de bacilles 
isolés, lorsqu’on émulsionne un prélévement fait sur la partie 
la plus séche de la gélose inclinée. On entretient aisément ces 
deux types & |’état pur en les soumettant réguliérement & l’iso- 
lement et en sélectionnant chaque fois des colonies typiques. 
Ces observations ressemblent & beaucoup de cas analogues de 
dissociation décrits pour d’autres microbes; elles ont certaine- 
ment un caractére de généralité qui doit avoir une signification 
importante. On a beaucoup invoqué l’existence éventuelle de 
cycles microbiens; les faits ci-dessus suggérent lidée de géné- 
rations alternantes et lon peut se demander si, par analogie 
avec ce qui se passe chez les végétaux, le type R du B. mega- 
therium ne serait pas l’équivalent d’un « sporophyte » et le 
type S, l’équivalent d’un « gamétophyte ». 


656 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


TECHNIQUE DE TITRAGE DU BACTERIOPHAGE, 


Le tiltrage du bactériophage est établi par la numération des 
taches claires que fait une dilution convenable du bactério- 
phage sur un fond de microbes sensibles poussant en miliew 
solide. La plupart des auteurs, lorsqu’ils utilisent cette méthode, 
mélangent dans un tube stérile une émulsion de microbes 
sensibles avec une quantité donnée de bactériophage; puis ils 
étalent, a l'aide d’une anse de platine, une certaine quantité du 
mélange & la surface de la gélose nutritive contenue dans une 
boite de Petri. Cette technique, qui a été utilisée par M. et 
M™ Wollman, n’a jamais eu mes préférences, car elle offre 
plusieurs inconvénients. D’abord, la quantité de liquide a 
titrer que l’on peut étaler ainsi 4 la surface d’une boite de Petri 
ne dépasse guére 0 c.c. 1, soit environ II gouttes, quantité 
trop petite pour pouvoir élre mesurée avec précision. De plus 
l’étalement n’est jamais homogéne : trop dense a certains 
endroits, il sera trop maigre & d’autres. Ici, la couche micro- 
bienne sera discontinue, réduite méme a des colonies isolées 
entre lesquelles des particules de bactériophage seront perdues ; 
la, au contraire, l’étalement trop épais restera trop longtemps 
humide et les taches y auront une tendance facheuse a la. 
confluence. On comprendra mieux ce que je veux direen voyant 
les figures 1a et 16 illustrant la réponse de Wollman [5] 4 mon 
mémoire antérieur [4]. 

C’est pourquoi j’ai de tout temps préféré faire directement, 
dans la boite de Petri stérile, le mélange bactériophage-microbe 
sensible, en quantité suffisamment grande pour étre aisément 
mesurable, puis d’y ajouler la gélose nutritive fondue, dans 
laquelle on incorpore le mélange de facgon bien homogéne. 

Mais si cette technique a sur la précédente l’avantage d’une 
plus grande précision et d’une homogénéité parfaite, elle pré- 
sente l'inconvénient que microbes et bactériophages se trouvent 
non plus répartis en une mince couche superficielle, mais 
disséminés dans toute I'épaisseur de la gélose. Cela est souvent 
sans importance; mais dans certains cas la numération des 
taches peut en étre génée; de plus, la gélose nutritive ayant 
été ensemencée dans toute sa masse au lieu de ne l’étre qu’a la 
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surface, elle s’épuise plus rapidement, la culture s’arréte et 
corrélativement les taches n ‘atteignent pas toujours leur meil- 
leur développement. C’est pourquoi j’ai mis au point une 
technique qui évite les inconvénients des deux précédentes, tout 
en combinant leurs avantages. En voici la description : 


A partir d'une culture Agée de douze heures a 37° du B. megatherium 
sensible sur eau peptonée gélosée, on fait une émulsion bien homogéne et 
trés légérement trouble en eau peptonée. Dans un tube stérile large, on 
mélange 3 c.c. 5 de cette émulsion, 0 c.c. 5 d’une dilution conyenable du 
bactériophage 4 titrer, 1 cent. cube d’eau peptonée contenant 2,5 p. 100 
d’'agar-agar maintenue en surfusion 4 55°. Dans ce mélange, le titre du bacté- 
riophage sera réduit au 1/10 de ce qu’il était, c’est-a-dire qu’il y sera de 10¢* 
s'il y était de 10°. Quant a l'agar-agar, il sera a la concentration faible de 
0,5 p. 100. Avec la pipette de 41 cent. cube qui vient de servir 4 verser l’eau 
peptonée gélosée, on aspire et refoule deux fois le mélange de facon a bien 
Vhomogénéiser puis on prend 1 cent. cube qu’on verse au milieu d’une boite 
de Petri contenant déja une couche d’environ 0 cent. 5 d’épaisseur d’eau pep- 
tonée gélosée qu’on y aura coulée la veille. Grace 4 la légére viscosité que lui 
confére le 1/2 p. 100 d’agar-agar, le centimétre cube du mélange s’étale spon- 
tanément de facon réguliére; on favorisera néanmoins cet étalement en 
animant la boite d’un léger mouvement de circonduction qu’on arrétera dés 
que le mélange commencera a se solidifier. On réalise ainsi cette condition 
idéale d’un mélange de bactériophage et de microbes sensibles étalé a la 
fois de fagon bien homogéne et en couche mince 4 la surface d’une épaisse 
couche de gélose nutritive. Apres dix minutes, lorsque la solidification est 
bien assurée, on retourne la boite pour la placer A 37° pendant quatre a 
cing heures, puis a la température ordinaire. La lecture se fera de préfé- 
rence aprés trente-six heures, lorsque les taches de baclériophage auront 
atteint aA peu prés le développement maximum. Les images ainsi obtenues 
sont toujours d’une remarquable netteté (voir figures et planches). 


NUMERATION DES COLONIES LYSOGENES. 


La technique que je viens de décrire convient également de 
facon remarquable a la mise en évidence et 4 la numération des 
colonies lysogénes. 

Comme je l’avais observé il y a une dizaine d’années et 
rapporté ici seulement en 1932 [7], lorsque des microbes exer- 
cant un antagonisme a |’égard d’un autre microbe ou lorsque 
des microbes lysogénes sont disséminés parmi une masse 
homogéne de microbes sensibles, chaque individu antagoniste 
ou lysogéne réserve autour de lui une zone de gélose nutritive 
ou son action inhibitrice interdit toute croissance au microbe 
sensible. La couche uniforme de la culture sensible est ainsi 
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parsemée de taches claires, identiques & des taches vierges 
de bactériophage, sauf que le centre en est occupé par une 


a) Numération simultanée des co- 6) Numération des colonies seules 
lonies lysogénes et des taches de sur gélose ordinaire. 
bactériophage sur culture sensible. 


c) Numération des taches de bactériophage seul sur culture sensible. 


Fic. 4. 


minuscule colonie du microbe antagoniste ou du microbe 
lysogéne. 

Si l'émulsion contient, outre les individus lysogénes, des 
particules de bactériophage libre, on trouvera simultanément 
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sur la méme boite de Petri les taches claires centrées par les 
colonies lysogénes et les taches vierges de bactériophage libre ; 
la relation numérique entre les deux données s’y trouve ainsi 
automatiquement inscrite. On concoit aisément l’avantage que 
cette technique offre, surla technique classique de numération 
microbienne, pour le probléme qui nous occupe ici. Son usage 
constant m’a montré, — comme je l’ai déja briévement signalé 
dans mon précédent mémoire, et comme nous !e verrons plus 
loin — qu’a l’inverse de l’opinion formulée par M. et M™° Woll- 
man, les cultures de B. megatherium lysogéne sur gélose ne 
sont pas exemptes de bactériophage libre. 

On peut néanmoins désirer avoir les deux données numé- 
riques, le nombre de colonies lysogénes et le nombre de taches 
de baclériophage, non plus simultanément, mais séparément. 
(C’est le cas, entre autres, lorsque ces deux données sont d’un 
ordre de grandeur trés différent). Il suffit alors d’apporter a la 
technique une légére modification appropriée 4 chaque cas. Si 
Von veut avoir uniquement le nombre de colonies lysogénes, 
il suffira de ne pas introduire de microbes sensibles dans le 
mélange; on ajoutera 0 c.c. 5 del’émulsion lysogéne a 3c.c. 5 
d’eau peptonée stérile au lieu de 3 c.c. 5 d’émulsion sensible. 
Silon veut, au contraire, uniquement le nombre de laches de 
bactériophage libre, on maintiendra évidemment |’émulsion 
sensible, mais on centrifugera !’émulsion lysogene de facon 
modérée (cing minutes 4 5.000 t/m), de fagon a éliminer les 
microbes lysogénes tout en maintenant les particules de bac- 
tériophage libre en suspension, ainsi que nous l’avons déja 
signalé dans notre mémoire précédent. 

Selon les trois variantes de notre technique, nous aurons 
donc les résultats schématisés dans la figure ci-jointe et qui se 
recoupent parfaitement (Voir figure 1). 

Voicid’autre part dans le tableau ci-dessous quelques chiffres 


obtenus a titre d’exemple. 


Emulsion @. megatherium899 dilué 4 10 —* dans émulsion 
megatherium sensible 36. 


; Golonies= 2. 4 =o 10 16 42 48 
Emulsion normale. -) paches .... . . a) O0oat ) gs 
Goloniesiecs us 0 0 


Emulsion centrifugée. ies Role eae p 90 yl oA 
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TENEUR EN BACTERIOPHAGE LIBRE DES CULTURES 
DE « B, MEGATHERIUM » LYSOGENE EN BOUILLON. 


D’aprés M. et M™’ Wollman, les cultures en bouillon de B. 
megatherium 899 ne contiennent de bactériophage libre qu’au 
titre de 10° & 10¢ tres inférieur & celui qu'on obtient avec les 
lysats bactériophagiques (10° 4 10°). 

Ces auteurs ne disent ni la méthode de titrage qu’ils ont 
employée, ni les conditions deleurs cultures du B. megatherium 
en bouillon, & savoir température d’incubation, aération, durée 
de la culture. Or, tous ces facteurs ont leur importance. C’est, 
en effet, une notion classique fondamentale de Ja bactériophagie 
que la multiplication du bactériophage est fonction de la multi- 
plication microbienne. Cela est non seulement vrai lorsque la 
régénération du bactériophage se fait au dépens du microbe 
sensible ainsi que l’avaient les premiers montré Bordet et Jau- 
main {7| mais encore lorsquelle se fait dans une culture « lyso- 
gene » ainsi que cela se voit dans les expériences que j'ai 
rapportées ici en 1932 [7]. Le titre bactériophagique d’une cul- 
ture en bouillon de B. megatherium lysogéne peut donc varier 
beaucoup selon les conditions de culture du microbe. Sans 
m’étendre davantage sur une notion aussi évidente, je me con- 
tenterai de Villustrer par une expérience dont l’expos¢ m’oblige 
a faire ici une digression préalable. 

En secouant énergiquement les cultures en bouillon de B. 
megatherium lysogéne pendant leur développement, j’avais 
espéré oblenir des émulsions dont les individus, au lieu d’étre 
groupés en chainettes, seraient bien isolés, de facon que la 
numération des colonies représentat aussi exactement que pos- 
sible le nombre d’individus lysogénes. Or, je suis arrivé au 
résultat diamétralement opposé. Loin d’étre dissociées par 
agitation, les chainettes deviennent plus longues encore, jus- 
qu’a former souvent des filaments interminables et pour une 
raison qui, nous allons le voir, a son intérét. 

Dans les rares Traités qui y font allusion, l'agitation est con- 
sidérée comme un facteur trés défavorable au développement 
microbien. Pourtant déja Galli Valerio [9] a soutenu la these 
opposée. En tout cas, pour le B. megatherium, et davantage 
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encore pour un autre bacille isolé par Den Dooren de Jong, le 
B. luteus, j'ai constaté que agitation favorise la croissance 
d’une fagon extraordinaire. La cause essentielle, sinon unique, 
de cette influence réside dans l’oxygénation intense que l’agi- 
tation apporte & Ja culture de ces microbes trés aérobies. L’expé- 
rience suivante va nous montrer l’influence considérable de 
Vagitation sur la croissance du B. megatherium et corrélative- 
mentsur le titre de la culture en bactériophage libre. 


Expserence I. — A J’aide des spores de B. megatherium 899, chauflées 
une demi-heure a 78°, de facon a tuer tout bactériophage libre, on ense- 
mence 10 tubes de 20 centimétres de long contenant chacun 7 cent. cube de 
bouillon ordinaire, puis on les scelle. 5 de ces tubes sont placés vertica- 
lement dans une étagére, les 5 autres sont placés dans une machine A secouer. 
Etagére et agitateur sont portés a 35°. Aprés quatre heures, huit heures, 
<louze heures, vingt-quatre et quarante-huil heures d’incubation, on retirede 
Pétuve un des tubes au repos et un des tubes agités. Déja aprés quatre 
heures, une différence trés notable se marque entre le tube non agité ou le 
contenu se trouve sous la forme d’une colonne verticale trés faiblement 
aéré et le tube secoué ot une mousse abondante est le témoin d’une aéra- 
tion intense. Dans le premier, c’est 4 peine si !’on peut deviner l’apparition 
dun léger développement; dans le second, on constate déja un trouble trés 
marqué. Et tandis que, déja aprés huit heures, dans les tubes agités, la 
culture a atteint son apogée sous la forme d’un trouble d'une densité extra- 
ordinaire, dans les tubes au repos la croissance se poursuit avec lenteur, 
cest A peine si, aprés vingt-quatre heures, elle y alteint un trouble équi- 
valent A celui que présentaient déja aprés quatre heures les tubes agilés. 


Chaque fois qu’on retire ainsi une paire de tubes, on y faitle 
titrage du bactériophage par la technique décrite plus haut. Le 
tableau suivant nous renseigne sur la concentration en bacté- 
riophage libre de la culture a différents ages selon qu’il s’agit 
d’un tube bien agité, donc bien aéré, (ox) ou d’un tube au 
repos, donc peu aéré (anox). 


4. HEURES 8 HEURES 42 HEURES 24HEURES 48 HEURES 


LOe aes Of mme Oka Oe met East Oz 


Anox. . 1053 106 410° a 40° 
OAC eee Ome erat Ore AOC c aes O° 


Once 0) ol 0? e102 8, 


On obtient des résultats forts semblables si, au lieu d'aérer 
fortement la culture par agitation, on l’aére en |’étalant en 
couche mince dans une boite de Petri ou dans une boite de 
Kolle. On voit dans quelle mesure la teneur en bactériophage 
libre d’une culture de B. megatherium lysogéne peut varier 
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selon le degré d’aération de la culture puisque toule autre chose 
égale d’ailleurs, une culture de douze heures contiendra de 
mille 8 dix mille fois plus de bactériophage libre si elle est 
fortement aérée, que si elle l’est modérément. C’est le seul 
enseignement que je veuille retirer pour le moment de cette 
expérience, bien que son examen plus détaillé ait apporlé 
d’intéressantes indications, points de départ d’autres expé- 
riences qui seront publiées ullérieurement. 

La teneur en bactériophage libre peut varier également selon 
qu'il s’agit d’une culture de B. megatherium du type R ou 
d’une culture du type S. Placées dans des conditions absolu- 
ment identiques, les cultures du type S contiennent dix fois 
moins de bactériophage libre que celles du type R. Quoi qwil 
en soit, le type S, bien que mulilat asporogéne, est parfaite- 
ment lysogéne, ce qui, si je ne me trompe, est en contradiction 
avec certaines vues de Wollman. 

On risque encore de se faire une idée trés inexacte de la 
teneur en bactériophage libre des cultures en bouillon si, au 
lieu de faire le titrage par la numération des taches en milieu 
solide, on le fait en recherchant jusqu’a quelle dilution limite 
la lyse s’effectue encore en milieu liquide. 

Exrérrence If. — Filtrons une culture de B. megatherium en bouillon quia été 
agilé a 35° pendant huit heures. De ce filtrat, nous faisons en tubes de bouil- 
lon (pH 7.4) une série dedilutions allant de10— ** A10—'°. Aprés avoir prélevé 
de chacune de ces dilutions 0 c.c. 5 pour faire le titrage en milieu solide 
selon la technique décrite plus haut, nous ensemencons chaque tube avee 
I goutte d'une jeune culture en bouillon de B. megatherium 36 sensible et 
nous portons le tout 4 37°. Tandis que dans le titrage en milieu solide nous 
trouvons encore trois taches pour la dilution 10-%, nous constatons que 
dans la série des tubes en bouillon tous se troublent de facon uniforme, 


sauf seulement les deux ou trois premiers qui manifestent une légére inhi- 
bition nette seulement dans le premier tube. 


Cette expérience nous montre qu'un filtrat dont l’activité 
s’étend jusqu’a 10° lorsqu’il est titré par la méthode des taches, 
ne parait étre actif que jusqu’a 10° Jorsqu’il est titré en bouillon. 
C’est encore une fois tout ce que je rapporterai ici de cette 
expérience sur laquelle je compte revenir dans un autre 
mémoire. 


Conctusion. — Il résulte done de tous ces farts que la teneur 
en bactériophage libre des cultures en bouillon de B. megathe- 
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rium est wne notion fort contingente. En réalisant des conditions 
favorables, on obtient non pas le tatre trés inférieur de 10%, 10%, 
mats au contraire un titre atteignant et dépassant méme le titre 
habituel de 10° et pouvant aller méme jusqu'a 10°. 


TENEUR EN BACTERIOPHAGE LIBRE DES CULTURES 
DE « B. meGaTuertium » 899 suR GELOSE INCLINEE. 


D’apras M. et M™ Wollman, les culture de B. megatherium 
899 sur gélose inclinée seraient indemnes de bactériophage 
libre. En ce qui me concerne, je les ai toujours trouvées pour- 
vues de bactériophage libre. Toutefois, le titre observé dépen- 
dait encore une fois de diverses conditions. C’est ce que nous 
montre l’expérience suivante : 


Expérience I[l. — Onensemence de B. megatherium 899 un tube de gélose 
« ultraséche » (eau peplonée, gélosée, inclinée, privée d’eau de condensation 
puis laissée 4 37° pendant plusieurs jours jusqu’a ce que l’extrémité supé- 
rieure du milieu ait un aspect corné et soit méme souvent crevassé). 

On le place 3 37°. Aprés cing heures, il présente déja une culture impor- 
tante. Avec une anse de platine, on fait un prélévement a la partie supérieure, 
1: ot le milieu est particulitrement sec. Ce prélévement est alors émul- 
sionné dans une petite gouttelette de bouillon sur les parois d’un tube stérile 
contenant 10 cent. cubes de bouillon. Sitét l’émulsion bien homogéne, on 
délaie la gouttelette dans les 10 cent. cubes de bouillon, de fagon a y former 
un trouble extrémement léger, correspondant environ au lrouble que ferait 
une dilution au 1/40 d’une eulture de vingt heures de B. megatherium en tube 
de bouillon. Qualifions de partielle cette premiére émulsion. 

Sur le restant de la culture, on laisse tomber III ou IV gouttes de bouillon 
dans lesquelles on délaie toute la masse microbienne en une émulsion trés 
épaisse aussi homogéne que possible qu’on étend ensuite de 10 cent. cubes 
de bouillon. On obtient ainsi avec la totalité de la culture une émulsion trés 
dense qu’on dilue en versant 6 ¢. c. 1 dans 10 cent. cubes de bouillon oti elle 
forme alors un léger trouble analogue a celui de « l’émulsion partielle ». 
Appelons fofale cette seconde émulsion qui a été faite a partir de la tolalité 
de la culture. 

Avec les deux émulsions, respeclivement « partielle » et « totale », on 
procéde aussit6t & la numérationdes colonies lysogeénes et & celle des taches 
de bactériophage libre selon les techniques décrites plus haut. 

Puis, A titre de vérification, ayant centrifugé les deux émulsions, on fait 
encore une numération des taches de bactériophage libre avec les liquides 
surnageants, tandis qu'avec les culots on fait des frottis qu’on colore par la 
méthode de Gram. 

Nous faisons ensuite exactement les mémes numérations de colonies lyso- 
génes et de taches de bactériophage avec des émulsions « partielle » et 
« totale ». préparées de la méme fagon, mais a partir d’une culture agée de 
dix-huit heures, dont treize heures passées a 379, et cing heures a la tempé-. 
rature du laboratoire. 
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Voici dans le tableau ci-dessous les résultats d’une expé- 
rience prise au hasard parmi de nombreuses expériences sem- 
blables. Ces chiffres sont ceux oblenus avec la dilution 10°. 


CULTURES 5 HEURES CULTI RES 48 HEURES 
a 37° (13 a 37°, 5 a 20°) 
a ie 
Emulsion Emulsion Emulsion Emulsion 
partielle totale partielle totale 
GOlOnies* a sce ea) eis 60 45 63 59 
Taches: esses eu veep 4.200 40 250 3 


Faites en trés grand nombre, des numérations semblables 
ont donné des résultats du méme ordre, d’ou l'on peut déduire 
que les cultures de B. megatherium lysogéne sur gélose ultra- 
séche contiennent du bactériophage libre dont le litrage don- 
nera des chiffres trés différents selon lage de la culture et 
selon la maniére dont celte culture est émulsionnée. Le titre 
le plus élevé s’obtient avec l’émulsion partielle d’une culture 
jeune, de quatre & cing heures; il peut atteindre alors facile- 
ment le titre habituel de 10° et l'on trouve alors dix a cent fois 
plus de taches de bactériophage libre que de colonies lyso- 
génes. Le titre le plus bas s’obtient avec |’émulsion totale d’une 
culture agée de dix-huit heures; il tombe en-dessous de 10° et 
Yon trouve alors de dix & cent fois moins de taches de bacté- 
riophage libre que de colonies. Entre ces deux extrémes, on 
obtiendra des conditions intermédiaires pour lesquelles le 
nombre de taches de bactériophage libre sera sensiblement 
le méme que celui des colonies lysogénes. 


A quoi sont dues ces variations dans la teneur en bactério- 
phage libre selon la fagou dont a été faite l’émulsion ? Tout 
simplement a des phénoménes de fixation. En effet, tandis que 
l’émulsion totale trés dense en microbes est favorable a la 
fixation du bactériophage libre, l’émulsion partielle, tras dis- 
séminée au contraire, est peu favorable 4 cette fixation. I] 
peut parailre étrange & premiére vue qu’une culture lysogéne 
puisse fixer le bactériophage qu'elle a libéré. Il en est pour- 
tant bien ainsi d’aprés l’expérience suivante. 

Expérience IV. — On ensemence avec le B. megathérium lysogéne 899 du 
type R, 25 cent. cubes de bouillon étalé en couche mince dans une boite de 


Kolle. Apres huit heures a 37°, la culture trés trouble est centrifugée, puis 
décanteée et fillrée Le titre en bactériophage du fillrat est de 10° (1 cent. cube 


6) Apres fixation. 63 taches sculement. 


Fic. 2 (expérience IV). — Fillrat de culture lysogéne en bouillon. 
Dilution 10 —4, 


i 
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de la dilution {0° donne T taches}). Dans 5 cent. cubes de filtrat, on émul— 
sionne de fon « totale » une culture sur gélose de B. megvfherium $99 R_ 
Agée de dix-huit heures (treize heures & 37°, cing heures a. 20°) et qui elle- 
méme contient du bactériophage libre & la concentration de !@_ ainsi que le 
moutre le titrage de sen émuision « partielle » Aprés trente minutes de 
contact, on centrifuge Pémulsion eten soumet au ltitrage le liquidesurnageant. 

On constate qu’aprs le traitement par la culture sur gélose, le titre du 

filtrat est tambd de 4@° & 1 (¢ cent. cube dela dilution 1@ denne 5 laches). 

Ainsi doae la culture sur gélose séche contenant du haciériephage libre au 
titre de tv’, mise en démuision dense dans le filtrat d'une culture en bouillon 

contenant aussi du hactériophage libre au litre de,i@, fixe 2 la fois le bacté- 
riophage de la culture en bouillen et celui de sa propre culture au point de 

le faire tomber au titre de {* (fig. 2). 

Nous avons vu plus haut que le type Sest environ dix fois- 
moins lysogéne que le type R. L’expérience ci-dessus répétée 
avec le type S nous montre que celui-ci est également environ 
dix fois moins fixateur que le type R.- 


Coveuusion. — La teneur en bactériophage libre du B. mega- 
therium 899 sur gélese inclinge est, comme pourdes cultures en 
hewiilon, une notion fout @ fatt contingente. Dans les conditions 
Favorables, ul atteini le chiffre habituel de 10°. 

Nous apprenons en oulre que, dans Jes émulsions de B. mega- 
therium, chague individu microbien est le support non seule- 
ment de bactériephage intracediulatre non encore lihéré, mais 
encore de bactértophage libre secondairement fizé sur lui. Cest 
l& une notion trés imporiante avee laquelle nous aurons & 
compter dans la diseussion. 


De ta LIBERATION DU BACTERIOPHAGE INTRACELDULAIRE 
PAR LA DISSOLUTION DU BL. megathertum LYSOGENE. 


Nous powvons maintenant aborder en connaissance de cause 
Yobj-t essentiel de ce travail. 

Dans leur note de mai 1935, M. et M’* Wollman [4] rap- 
portent leur expérience comme suit : 

« On pespare par dilutions successives des suspensions con- 
tenant des quantités déereissantes de germes. De chacune on 
ensemence Q ec. c.f LI gouttes) en gélose fondue qu'on coule 
en boites de Petri. Les suspensions bactériennes sont ensuite 
adiditionnées de lysozyme (blanc d’euf) et 0 ¢. ¢. t (Hl gouites) 
de suspension ainsi ‘lysée mélangé & quelques gouttes d'une 
suspension de hactérie sensible, ‘étalé sur la surface d'autres 


* 


a ee ee 
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boites de gélose. Voici les chiffres obtenus, dans une expé- 
rience type, respectivement pour le nombre de bactéries et 
pour celui de bactériophages : 

Nombre de colonies : 1° environ 300; 2° 52; 3° 7-8, 

Nombre de plages : 1° plus de 400; 2° environ 50; 3° 7-8. 

« On peut en conclure gue, dans le cas de la souche sponta- 
nément lysogéne étudiée, le nombre d’éléments actifs (bacté- 
riophages-facteurs lysogénes) est égal & celui des corps bacté- 
riens mis en expérience. » 


Jai répété cette expérience un grand nombre de fois en pro- 
cédant de la facon suivante : 


Exrérience V. — Avec une culture de B. megatherium lysogéne 899 sur gélose 
‘ultra-séche, qui est restée treize heures 4 37° et cing heures 4 20°, on fait une 
-émulsion bien homogéne dans 10 cent. cubes de bouillon (ou d’eau physiolo- 
gique). On dilue cette émulsion épaisse au 1/100 en versant 0c. c. 1 dans 10 cent. 
cubes de bouillon (ou d’eau'physiologique). On obtient ainsi un trouble tres 
léger correspondant environ 4 celui qui ferait Ja dilution au 1/10 d’une 
cullure de B. megatherium en bouillon Aagé de vingt-quatre heures. Considé- 
rons done cette émulsion légére comme une dilution 10—1. Nous prélevons 
1 cent. cube que nous ajoutons 4 9 cent. cubes de bouillon, nous avons 
ainsi une dilution de 10—2 qne nous répartissons entre deux tubes 4 cen- 
‘trifuger Aa raison de 5 cent. cubes par tube. A l'un d’eux, nous ajoutons alors 
III gouttes de blanc d’ceuf dilué au 1/5 (lysozyme) el, apres mélange, nous 
Je plagons 4 létuve a 37° pendant deux heures. Quant au tube témoin, nous 
mous en servons pour faire aussitot la numération des colonies lysogeénes el 
-celle des éventuelles taches de bactériophage libre avant et aprés centrifuga- 
ition. Aprés deux heures, nous procédons ‘aux mémes numérations avec le 
tube clarifié par le lysozyme. Les culots de centrifugation sont soumis 4 Ja 
coloration par le Gram. 


Voici dans le tableau ci-dessous le résultat de quelques expé- 
riences semblables. Pour les premiéres (a, 6, c, d), jai choisi 
des cas ott les conditions de fixation dans |’émulsion ont abaissé 
le nombre des taches de bactériophage libre sensiblement au- 
dessous de celui des colonies lysogénes; pour les trois der- 
niéres (e, f, g), Jai choisi des cas ot les deux nombres sont 
‘sensiblement voisins. 


b c 


Nombre de colonies. .| 700} 700} 180 


Emulsion normale.. } Nombre de taches. . .| 50| 14 


Emulsion lysozymée..| Nombre de taches. . .| 45} 18 


4 


a) Emulsion normale. 90 colonies lysogénes, 
36 taches de bactériophage libre. 


6) Emulsion normale centrifugée. 0 colonie, 39 taches. 


Fic. 3 (expérience V). 


d) Emulsion lysozymée centrifugée. 0 colonie, 35 taches- 


Fie. 3 (expérience V). 
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Voici & titre d’exemple les pholographies montrant les 
résultats’de |’expérience V (e) [fig. 3). 

D’aprés ces quelques exemples, on constate que les émul- 
sions dissoutes par le lysozyme ne contiennent pas d’autre bac- 
tériophage libre que celui qui s’y trouvail déj& avant la disso- 
lution. 

L’action du lysozyme aboutit exactement au méme résultat 
que la centrifugation; elle élimine les bac!éries lysogénes et 
conserve les particules de bactériophage libre. 

J'ai multiplié les expériences en essayant toutes les variantes 
possibles, en utilisant tantdt le type R, tantdt le type S, des 
cultures tantot plus jeunes, tantot plus agées, en ulilisant des 
émulsions tantdt en bouillon, tantét en eau physiologique, tantot 
plus concentrées, tantot plus diluées, en utilisant du blane 
dun cuf pondu tantot depuis quelques heures, tantot depuis 
plusieurs jours, et en le faisant agir tantot moins, tanlot plus 
de deux heures, etc. Jamais je n’ai vu le titre du bactériophage 
libre augmenté par la dissolution des bactéries lysogénes. J'ai 
alors essayé l’expérience en remplacant l'action bactériolytique 
du blane d’eeuf par celle du Strepéothriz ainsi que je l’avais 
fait antérieurement pour du B. coli lysogéne |4]. Le résultat fut 
toujours négatifl. 

Que faut-il conclure de tous ces échecs? 

C’est, ou bien que pour une raison que }’ignore, tel un détail 
technique qui ne figurerait pas dans les textes de M. et 
M"e Wollman que ceux-ci ont réussi l4 of depuis un an j’échoue 
réguliérement; ou bienc’est qu il n’y a pas de libération de bac- 
tériophage par la dissolution des bactéries lysogénes et que M. et 
M™* Wollman ont en réalité retrouvé, aprés la dissolution des 
bactéries, du bactériophage libre dont ils ont méconnu la pré- 
sence dans l’émulsion microbienne avant la dissolution, parce 
que, convaincus de son absence dans celle-ci, ils font la 
numération des colonies lysogenes en gélose ordinaire au 
lieu de la faire, comme je l'ai fait, en présence de bactéries 
sensibles. 

Plu-ieurs faits paraissent confirmer cette derniére éventua- 
lité : Wollman trouve environ dix fois plus de taehes lorsqu’il 
fait lexpérience avec des cultures de cing heures & 37° que 
lorsqu’il la fait avee des cultures de dix-huit heures (treize 
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heures & 37° el cing heures & 20°) [5]. Or, ces variations corres- 
pondent aux variations de bactériophage libre de la culture 
normale selon l’4ge de la culture, variations que nous avons 
‘signalées plus haut. 

Il y a surtout aussi cette expérience rapportée par M. et 
M** Wollman [3] en ces termes : « Nous avons vu que les cul- 
‘tures en bouillon de B. megatherium contiennent & l’état libre, 
10*, 10* bactériophages par centimetre cube. Fait curieux, le 
plus souvent ce nombre n’augmente pas de facon considérable 
‘sous l’action du lysozyme; les cultures s’éclaircissent sans qu’ il 
y ait modification trés marquée du titre lytique. Mais si, au lieu 
-de traiter directement ces cultures en bouillon par le lysozyme, 
on les centrifuge et qu’on les remetle en suspension dans de 
eau physiologique, les résultats sont les mémes que ceux 
qu’on obtient avec les cultures sur gélose : le nombre de plages 
fourni par une suspension ainsi traitée est trés sensiblement 
-égal au nombre de colonies donné par la suspension avant 
traitement par le lysozyme ». 

Kn d’autres termes, ces auteurs reconnaissent gue, dans les 
cultures en bouillon ot ils ont trouvé du bactériophage libre au 
titre de 10%, 10‘, la dissolution par le lysozyme n’augmente pas 
ce titre comme il devrait évidemment le faire de fagon notable 
si cette dissolution libérait du bactériopbage. Par contre, ils 
-concluent a une telle libération lorsqu’ils font l’expérience sur 
Je culot de centrifugation remis en suspension dans de l’eau 
physiologique et additionnée de lysozyme. Ils retrouvent alors 
le méme résultat que celui quils obtiennent avec les cultures 
sur gélose. Or, il va de soi que ce culotde centrifugation n’était 
pas indemne de bactériophage libre. Voici d’ailleurs une expé- 
rience qui le confirme. 


Expérience VI. — On ensemence de B. megatherium 899 une boite de Kolle 
contenant 20 cent. cubes de bouillon étalé. Aprés huit heures a 37°, on cen- 
trifuge la culture obtenue et on décante 4 fond le bouillon surnageant lequel 
donne un titre lytique de 108. Le culot est remis en suspension dans l’eau 
physiologique, puis 0c. c. 1 de cette émulsion est ajoutée a 9 cent. cubes 
d’eau physiologique ce qui donne une dilution de 10 —*. A 5 cent. cubes de 
celle-ci, on ajoute Ill gouttes deblanc d’euf dilué au 1/5. Aprés deux heures a 37°, 
-on faitla numération du nombre de colonies et du nombre de taches de l’émul- 
-sion normale témoin et de l’émulsion lysozymée. On trouve a la dilution 10—5 : 

Emulsion normale : 62 colonies et 58 taches ; 

Emu'sion lysozymée : 55 taches. 
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Nous retrouvons donc la donnée de M. et M™* Wollman, 
c’est-a-dire que pour 62 colonies dans l’émulsion normale nous. 
trouvons dans |’émulsion lysozymée un nombre assez voisin de 
taches de bactériophage libre soit 55 taches; mais,en fait, celui-ci 
existail déja comme tel dans l’émulsion normale avant la disso- 
lution (58 taches). 


Conciusion. — Malgré de multiples essais dans des conditions 
diverses, je n'ai jamais pu obtenir la libération du bactériophage 
intracellulaire par la dissolution du B. megatherium /ysogéne. 

<< 


Discussion. 


Dans leur mémoire de février dernier, M. et M™ Woll- 
man {3} ont bien voulu me citer en ces termes : 

« Un partisan autrefois convaincu de la théorie diastasique, 
Gratia, seinble s’étre rallié & la théorie parasitaire. » 

Je n’ai jamais été partisan convaincu d’aucune théorie. 
Plus soucieux de faits que de théories, je me suis toujours 
attaché davantage aux manifestations du bactériophage qu’a sa: 
nature. Pourtant, au cours des recherches que je poursuivais 
depuis 1920, j'ai rencontré alternativement des faits plus favo- 
rables tantét a la conveption diastasique, tantdt a la thése du 
virus. Parmi ces derniers qui m’avaient le plus particuliére- 
ment impressionné, je rappellerai celui de l’autonomie du. 
bactériophage a l’égard de la bactérie et dont j’avais apporté, en 
1922 [10] une démonstration si convaincante que d’Hérelle a 
pu la reprendre dans son traité Le bactériophage et son compor- 
tement 11) comme un des arguments les plus solides en faveur: 
de sa thése. Si je n’ai pas alors opté formeliement pour celle-ci, 
c’est précisément & cause des bactéries lysogénes. En cultivant 
du B. coli lysogéne dans de l’eau peptonée glucosée, j’y voyais 
d’abord apparaitre avec le développement microbien un déve- 
loppement paralléle de bactériophage libre; mais celui-ci ne 
tardait pasa disparaitre ensuite complétement, la fermentation 
du glucose entrainant une acidité a laquelle le bactériophage 
succombait irrémédiablement. Or, dans cetle culture ot tout 
bactériophage libre avait été ainsi détruit, chaque individu 
microbien avait conservé intact, tout au moins tant qu'il était 
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vivant, son aptitude a étre lysogane das qu’il était repiqué en 
bouillon ordinaire; mais venait-il & mourir sous Vinfluence, 
par exemple, d’un chauffage 4 56°, température pourtant inof- 
fensive pour le bactériophage, ii n’éiait plus alors le centre 
d’aucune propriété lytique. Il semblait done que la bactérie 
lysogéne ne fit pas que le support purement passif d’un virus 
bactériophage exogéne qui la conlamine, mais qu'il en fat le 
générateur actif grace 4 quelque fonction sécrétoire endogéne 
que le microbe perdrait avec la vie [7]. 

Il restait cependant cette possibilité que le virus intracellu- 
laire fit prisonnier dans le cadavre du microbe, et que la dis- 
- solution de ce dernier par une action bactériolytique pourrait 
éventuellement remettre en liberté. C’est ce que depuis long- 
temps j’avais tenté de faire en dissolvant des cultures 
lysogénes de B. colt par l’action bactériolytique du strepto- 
thrix. Mais, comme je I’ai déja rapporté dans mon précédent 
mémoire, paru ici en mars dernier [4], mes résultats n’avaient 
pas été suffisamment démonstratifs pour que je les publie. On 
comprend par ce qui précéde que la tentative plus heureuse, 
semblait-il, de M. et M™° Wollman m/‘intéressat tout particu- 
ligrement. 

Wollman est adversaire 4 la fois de la théorie diastasique et 
de la théorie parasitaire; mais il emprunte une partie 4 cha- 
cune d’elles pour édifier une théorie personnelle. Il condamne 
la théorie diastasique, notamment parce que les recherches 
récentes ont montré que le bactériophage aurait une constitu- 
tion physico-chimique incompatible avec celle des diastases. 
C’est une particule qui se reproduit comme le veut la théorie 
parasitaire, dune part ; mais cette particule, qui se reproduit, 
n’est pas non plus un virus parasite de la bactérie, car elle 
serail d’origine microbienne comme le veut la théorie diasta- 
sique, d’autre part. Ce serait une particule microbienne repré- 
sentative d’hérédité: « un facteur lysogéne héréditaire », 
comme dit Wollman avec une juste réserve pour ne pas l’appeler 
un « géne ». Cette origine microbienne, endogeéne donc, 
Wollman en avait trouvé la preuve définitive comme beaucoup 
d’adversaires de la théorie parasilaire, dans les expériences de 
Den Dooren de Jong. Cet auteur, comme on sait, a constalé que 
des spores de B. megatherium lysogéne, aprés avoir été chaulfées 
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& 85%et méme a 100°, températures stirement mortelles pour le 
bactériophage, ont conservé intactes leur propriété lysogéme : 
réensemencées, elles germent et répandent de nouveau dans 
Jeur cullure du bactériophage en quantité, Prétendre y trouver 
Ja démonstration que lebactérviophage est un produit du microbe 
‘et non pas une contamination de celui-ci par un virus exogéne 
est une fagon de voir singulitrement unilatérale. Pourquoi, en 
effet, }a spore refuserait-elle au protoplasme du virus bacté- 
riophage la protection qu'elle accorde au protoplasme du 
microbe? Heureusement, on doit d:Cowles [42}et & Adant [13] 
d’avoir réconcilié la logique avec les faits. Ces auteurs ont 
montré que des spores de bacilles non spontanément lyso- 
génes, mais artiliciellement contaminées par du bactériophage 
‘exogéne, conservent également, apres chauffage a 400°, leurs 
propriétés bactériophagiques acquises. Aussi, Wollman ne 
peut-il plus dire aujourd’hui que les expérienceside Den Dooren 
de Jong « constituent, en quelque sorte, la condamnation de la 
théorie parasitaire » [14]. Dans leur mémoire, M. et M™ Woll- 
man le reconnaissent d’ailleurs trés volontiers. 

Mais cette condamnation, qui leur échappe donc, ils la 
retrouvent & présent dans leur expérience de libération du bac- 
tériophage intracellulaire. Au nom de ces expériences, ils con- 
damnent solidairement les théories parasitaire et diastasique en 
ces termes: « On peut conclure de ces expériences que, dans 

‘le cas de la souche spontanément lysogéne étudiée, le nombre 
d’éléments aclifs (bactériophages — facteurs lysogénes) est 
égal 1 celui des corps bactériens mis en expérience. ll y a la un 
‘résultat incompatible avec la théorie diaslasique et qui est bien 
difficile & interpréter dans la théorie parasitaire. Le seul fait 
ide l’existence de souches spontanément lysogénes constitue, du 
reste pour celle-ci, un écueil qu’elle tourne en invoquant une 
symbiose possible entre bactéries et bactériophages; cette 
hypothése apparait encore iplus difficile & soutenir en présence 
des données que nous venons de rapporter. 

Celles-ci sont, par contre, parfaitement compatibles avec ia 
conception des facteurs lysogénes héréditaires et paraissent 
apporter en faveur de celle-ci un argument nouveau [4]. » 

Ces conclusions, & mes yeux, ne sont nullement justifiées 

“par les faits. Je n’ai pu vérifier aucune des données invoquées 
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par M. et M™* Wollman, ni en ce qui concerne la teneur en 
bactériophage libre des cultures de B. megatherrum lysogéne 
en bouillom et en gélose, ni en ce qui concerne la libération du 
bactériophage intracellulaire. 

Sans doute, les partisans de la théorie diastasique voudront 
voir dans l’'absence de libération de: bactériophage par la disso- 
lution provoquée des bactéries lysogénes la preuve: que celles-ci 
ne contiennent pas de particules de bactériophage: actif, ni 
virus, ni facteur lysogéne, mais uniquement le mécanisme de 
la. sécrétion lytique que le microbe perd done irrémédiable- 
ment avec:la vie. Mais une telle conclusion, si logique soit-elle 
a premiére: vue, nese justifie pas, car j’ai montré plus haut que 
les bactéries lysogénes des émulsions soumises.a la dissolution 
provoquée contiennent sirement du bactériophage actif: a 
savoir celui qui se trouvait a l'état libre dans la. culture. et: qui 
s'est secondairement fixé sur les. bactéries lors de leur mise en 
émulsion. Or,. ce bactériophage actif, lui non plus, je n’a pu le 
libérer par la dissolution des. bactéries qui l’avaient fixé. Tout 
ce que l’on peut dire, c’est que pour une raison encore inconnue 
le bactériophage intracellulaire, comme le bactériophage 
secondairement fixé n’a pu, dans mes expériences, étre libéré 
par la dissolution des bactéries. 

En résumé, je ne puis que confirmer la conclusion de mon 
mémoire antérieur, & savoir que la relation numérique 
invoquée par M. et M”* Wollman, contre la théorie parasi- 
taire, est purement conlingente. 

En appendice au mémoire de M. et M™* Wollman et a 
lappui de leurs vues, M. Lwoff [15] a apporté des considéra- 
tions empruntées au probléme des virus des plantes. Or, voila 
bien longtemps que, comme sans doute beaucoup d’autres 
auteurs, j’avais le sentiment d'une certaine analogie entre les 
deux problémes; mais, au cours de recherches que depuis trois 
ans je poursuis en collaboration avec mon collégue Manil sur 
la sérologie des virus des plantes, j’ai constaté qu’il existe 
entre les deux probleémes une identité si parfaite jusque dans 
les moindres détails, que toute conception, pour étre exacte, 
doit étre applicable & l’un comme & I’autre probleme. Or, il 
résulte aussi de nos recherches dont je compte réunir ici dans 
un prochain mémoire les: résultats jusqu’ici disséminés dans 


676 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


plusieurs publications préliminaires [46], que l’agent actif des 
« mosaiques » est un élément exogéne. 

I] existe précisément, pour le virus des plantes, une théorie 
identique A celle de Wollman; rappelée par Lwoff, elle a été 
formulée par Duggar et ses collaborateurs Karrer et Arm- 
strong [17]. J’'avoue n’'avoir jamais pu me représenter cette 
conception d’un géne égaré quittant une plante pour aller, 
par l’intermédiaire d’un insecte transmetteur, féconder contre 
nature le tissu végétatif d’une autre plante qui peut présenter 
pourtant avec la premiére une compléte incompalibilité géné- 
tique, comme la pomme de terre et la tomate, par exemple. 
Mais il y a plus, au cours d’expériences récemment rap- 
portées (48], nous avons montré que, méme dans le cas le plus 
favorable & la conception endogéne, celui de ces curieuses 
variétés de pommes de terre « carriers » qui, tout en étant 
infeclantes pour d’autres variétés sensibles, ne présentent 
aucun symptéme et conslituent ainsi le pendant des bactéries 
lysogénes, l’agent causal ne passe pas & la descendance par les 
graines. I] n’est donc pas héréditaire. 
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QUELQUES OBSERVATIONS SUR L’IMMUNITE LOCALE 
A L’EGARD DE LA TOXINE DIPHTERIQUE 


par J. BRIDRE et M. BARDACH. 


Nous ne croyons pas ulile de refaire ici lhistorique de 
Y « immunité locale ». On trouvera dans plusieurs mémoires 
parus dans ces Annales (1) une revue des travaux ayant trait & 
la question. Les phénoménes observés au cours de ces travaux 
sont l’objet d’interprétations assez différentes. Ainsi, en ce qui 
concerne l’immunité locale a l’égard de la toxine diphtérique, 
certains auteurs considérent que le simple rasage de la peau 
suffit & produire une immunité locale non spécifique. A la 
faveur de celle-ci, une application de pommade & la toxine 
diphtérique provoquerait l’apparilion d’une immunité locale 
spécifique, laquelle ferait rapidement place & l’immunité anti- 
diphtérique générale. Pour d'autres, l'immunité locale ne 
serait qu'une manifestation de l’immunilé générale; elle ne 
serait décelable que lorsque celte derniére est établie. 

La divergence de certains résultals obtenus peut, en grande 
partie, s'expliquer par la facon d’expérimenter. Selon que l’on 
emploie une pommade ou une solution, que la peau est rasée 
au moment méme d’une épreuve ou plus l6t, on comprend que 
la quantité de toxine absorbée soit plus ou moins grande et que. 
des expériences ayant le méme objet ne soient pas toujours 
comparables. Il est possible aussi que l’épreuve de l’immunité 
locale ait été parfois un peu trop sévére. 

Ces réflexions nous ont incités a praliquer quelques expé- 
riences en tenant compte des remarques judicieuses formulées 
par nos devanciers sur des points de technique apparemment 
points de détail mais non dénués d’importance. Notre but était 
de voir : 1° si une premiére introduction de toxine diphté- 
rique en un point donné de la pean du lapin fait apparaitre 


(1) Ces Annales, 46, 1931, p. 542-557; 1932, 48, p. 438-448; 54, 1935, p. 5-18, 
273-277, 278-284, 518-555. 
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une immunité locale ; 2° si, en cas de résultat posilif, l'immu- 
nité observée est spécifique. 

Nous rapportons ces expériences en les divisant en deux 
eroupes : le premier comprend celles dans lesquelles l’épreuve: 
de Timmunité locale a été pratiquée au moyen d'une injection 
intracutanée; le deuxiéme, celles ot l’immunité locale a été 
éprouvée au moyen d’une application de pommade sur la 
peau rasée. 

. 


I. — ExeérigNnces AVEC KRREUVE PAR INJECTLON INTRACUTANEE. 


L’injection de toxine diphtérique dans la peau immunise- 
t-elle localement contre les effets d’une injection ultérieure de 
celte méme toxine? 


A. — Des lapins recevront de deux en deux jours, dans la 
peau: 1° en un premier point, une dilution & 1077 de toxine 
diphtérique, dose reconnue préalablement comme ne produi- 
sant pas de lésions macroscopiques ; 2° en un deuxieme point, 
la méme dilution chauffée une demi-heure 4 100°; 3° en un 
troisiéme point, une dilution analogue de bouillon filtré sur 
bougie (formule du bouillon qui sert & la préparation de la 
toxine). Vers le‘douziéme jour aprés le début de l’expérience, 
une nouvelle injection intracutanée de toxine sera pratiquée 
aux trois points d’injection et en un quatri¢me point vierge 
témoin en employant une dose de toxine supérieure & celle 
qui a été ulilisée jusque-la. On notera limportance des réac- 
lions obtenues a la suite de cette épreuve. 


19 juin 1935. — Les lapins 66, 67, 68, 69, 70 et 77 recoivent, sous le volume 
de 4 cenlimétre cube, en injection intracutanée : 


A gauche : A droite : 
Avant : 10—7 de bouillon. Avant : 10—7 de toxine diphtérique. 
Arriére : 10 —7 de toxine diphtérique: 
chauffée. 
22 juin. — Deuxiéme injection des mémes dilutions aux mémes points. 
26 juin. — Troisiéme injection. 
28 juin. — Quatriéme injection. 


4°* juillet. — Epreove de limmunité locale : 
Les lapins 66 et 67 recoivent aux trois premiers points d’ injection et a um 
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quatriéme point (neuf) @ gauche arriére, 0 c. c.5 d’une dilution de toxine a 
10 —5 chauffee. 

Les lupins 63,69 et 74 recoivent de la méme facon 0 c. c. 3 d’une dilution 
de toxine 4 10 —5 fraiche. 

3 juillet. — Résultats : Lapins 66 et 67. 


A gauche : A droite : 
Avant : — (1). Avant : —. 
Arriére : —. Arriére : —. 


L'injection de toxine chauffée n'a provoqué aucune réaction. 
Lapin 68 : Trés maigre, présente aux divers points des traces dcedéme 
cutané. (Devait mourir le 5 juillet.) 


Lapin 69 : 
A gauche : A droite : 
Avant: léger ceedéme et tache hémor- Avant: —. 
ragique. Arriére : léger cedéme et tache hé- 
Arriére : léger cedéme et tache hé- morragique. 
morragique. 
Lapin 71: 
A gauche : A droite : 
Avant : léger cdéme. Avant : traces d’cedéme. 
Arriére : léger cedéme. Arriére : léger edéme. 


4 juillet : Le lapin 70, qui n’avait pas été éprouvé le 1° juillet, regoit aux 
trois premiers points dinjection et a4 un quatriéme point @ gauche, arriére, 
40 —5 cent. cube de toxine fraiche sous le volume de 0c.c. 5, soit une dose 
double de celle qui a été ulilisée dans l’épreuve précédente. 

Un lapin témoin recoit la méme dose de toxine dans Ja peau, en un seul 
point. 

6 juillet. — Résultats : lapin 70 : 


A gauche : A droite : 


Avant : cedéme cutané et lache hé- Ayant: traces d’cedéme cutané. 


morragique. Arriére léger cedéme cutané et 
Arriére : cedéme cutané et tache hé- tache hémorragique. 
morragique. 


Lapin témoin : OEdéme cutané et tache hémorragique. Réaction plus intense 


que celle du lapin 70. 
6 juillet. — Les lapins 66 et 67 sont éprouvés de nouveau mais cette fois 


avec de la toxine fraiche (40-5 cent. cube en chacun des quatre points) en 


méme temps qu’un lapin témoin. 
9 juillet. — Les lapins 66 et 67 sont morts. Les réactions manquent de net- 


(4) Le signe — = absence de réaction. 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 57, ne 6, 1936. 16 
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telé. Toutefois, l'un des lapins présente une tache hémorragique aux deux 
points d’injection de gauche et au point de droite arriére, et rien a droite 


avant. 
Lapin témoin : OEdéme cutané el tache hémorragique. 


L’injection intracutanée de toxine fraiche en faible quantité 
et a plusieurs reprises au méme point a donc déterminé l’appa- 
rition d’une certaine immunité locale. 

Remarques : 1° L’injection de toxine chauffée a peut-étre 
produit chez le /apin 70 une ébauche de résistance qui s'est 
traduite & l’épreuve par une moindre importance de la réac- 
tion au point correspondant; 2° l’épaississement de Ja peau 
provo jué par les injections successives a pu jouer un role, car 
la réaction observée au point neuf (gauche arriére) a été géné- 
ralement un peu plus accusée que celle des autres points; 
3° enfin, il est possible qu'une légére immunité générale se 
soit déja établie, au moins lors de l’épreuve du 6 juillet (dix- 
sept jours aprés le début de l’expérience, huit jours aprés la 
derniére injection), car le /apin 70 a présenté, méme a 
gauche (point d insertion du bouillon et point neuf), des 
réaclions moins importantes que celle du {émoin. 

L’expérience précédente a paru répondre affirmativement a 
la question posée au début de ce chapitre. Mais limmunité 
locale constatée & la suite d’une série d’injections de toxine 
diphtérique au méme lieu peut-elle étre obtenue par des injec- 
tions d’anatoxine dont la valeur antigénique est égale ou 
supérieure & celle de la toxine et dont l’introduction dans le 
tissu cutané ne provoque pas de réaction visible? Ou bien 
cette immunité résulte-t-elle de Virrilation locale causée par 
le liquide injecté ? 


B. — Des lapins divisés en plusieurs lots recevront, en des 
points différents, les produits suivants : toxine, anatoxine, 
toxine chauffée, bouillon, eau physiologique, eau distillée. 


18 octobre 1935. — Quatre lots de lapins sont constitués. 

Premier lot : 4 lapins, 72, 73, 74, 75, recgoiyent dans la peau en3 points : 
toxine fraiche, toxine chauffée, bouillon. 

Deuxiéme lot :4 lapins, 76, 77, 78, 79, recoivent dans la peau en 3 points : 
toxine fraiche, anatoxine, bouillon. 

Troisiéme lot: 4 lapins, 80, 81, 82, 83, regoivent dans la peau en 4 points : 
Loxine fraiche, eau physiologique, bouillon, eau distillée. 
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Quatriéme lot : 3 lapins 84, 85, 86, regoivent sous la peau, en un seul point, 
toxine fraiche. 

(La toxine était injeclée a raison de 0 c.c. 5 d'une dilution a 1/5.000.000, 
soit, en quantité de toxine, 10 —7 cent. cube). 

Tous les lapins qui avaient regu de la toxine dans la peau présentérent, 
au bout de deux jours, une réaction au point d’injection de cette toxine : 
léger épaississement cutané et rougeur de Ja peau. Les injections d’eau dis- 
tillée provoquérent, elles aussi, un petit edéme cutané et de la rougeur. 

Les injections suecessives furent pratiquées malgré ces réactions qui, 
d ailleurs, n’augmentérent pas. Elles eurent lieu les 22, 24 et 26 octobre. — 

29 octobre. — Epreuve. 

Injection intracutanée de 0 c.c. 5 de dilution de toxine fraiche 310 —5a tous 
les points d’injections antérieures et & un point vierge. Leslapins despre- 
mier et deuxiéme lots recoivent ainsi 4 piqures; ceux du troisiéme lot, 
5 piqures ; ceux du quatriéme lot, une seule piqure dans la peau. 

Trois lapins neufs regoivent des doses semblables de toxine dans lapeau : 
le lapin 32, 1 piqure; le lapin 99, 4 piqures; le lapin 23, 5 piqures. 

31 octobre. — Résultats. — Tous les lapins, préparés ou témoins, présentent 
une réaction (cedéme cutané, rougeur de la peau et petite tache hémorra- 
gique) 4 chaque point d’injection d’épreuve. 

2 novembre. — Il n’y a pas de différence appréciable entre les réactions des 
divers points d'injection d’épreuve chez chacun des lapins préparés, qu’ils 
appartiennent aux trois premiers lots (injections antérieures dans la peau) ou 
au quatriéme (injections antérieures sous la peau). 

On remarque seulement que les réactions des lapins préparés des quatre 
lots sont moins fortes que celles des lapins du lot témoin. 


On peut conclure ici 4 un début d’immunité générale. 

Ces résultats semblent en contradiction avec ceux de l’expé- 
rience A. Ils peuvent s’expliquer par un pouvoir toxique plus 
élevé de la toxine utilisée dans l’épreuve de la derniére expé- 
rience, L’immunité locale obtenue a la suite d’injections de 
toxine est sans doute trés faible et ne peut étre appréciableque 
si l’on injecte une quantité de toxine voisine de la dose capable 
de produire une légére lésion locale. Le bien-fondé de cette 
hypothése se trouvera vérifié par lexpérience F (voir plus 


loin). 


Cc. — C’est l’expérience B simplifiée. 


24 octobre. — 4 lapins neufs recoivent en injections intracutanées, sous le 
volume de 0 ¢.c. 5: 


A gauche : A droile: 


Avant: 40—7 cent. cube de bouillon. Avant : 10—°% cent. cube de toxine 
fraiche. 

Arriére : 40—% cent. cube d’ana- 
toxine. 
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26 octobre. — Aucune réaction appréciable aux points d’injection. 
Les injections sont renouvelées les 28, 34 octobre et le 2 novembre. Un des 


lapins est mort le 30. 
4 novembre. — Erreuve par injection intracutanée en chacun des points 


d'injections antérieures et en un point vierge, en arriére a gauche, de 0 c.c. 5 
d’une dilution de toxine a 10 —§. As 

7 novembre. — Chez les 3 lapins restants, on constate que Vimportance des 
réactions aux points des premiéres injections de la toxine ou de l'anatoxine 
est plus faible que celle des réactions observées au point vierge et au point 
d'injection antérieure de bouillon. 


Le résultat de cette expérience s’accorde avec celui de l’expé- 
rience A. 


D. — C'est l’expérience B réduite & lV injection de toxine ou 
d’anatoxine a doses variées. 


24 octobre. — 2 lapins 97 el 98, recoivent en injections intracutanées sous le 
volume de 0 c.c. 5: 


A gauche : A droite : 
Avant: 10—% cent. cube d’anatoxine. Avant : 10—% cent. cube de toxine 
fraiche. 
Milieu : 10 —* cent. cube d’anatoxine. Milieu :10—5 cent. cube de toxine 
fraiche. 
Arriere : 10-7 cent. cube d’ana- Arriére : 10—7 cent. cube de toxine 
toxine. fraiche. 


25 octobre. — Le lapin 98 est mort. 


27 octobre. — Le lapin 97 présente une trés petite réaction a droite, 
arriére. 
31 octobre. — Eprevuve par injection intracutanée, en chacun des 6 points 


ci-dessus, de 10 —* cent. cube de toxine sous le volume de 0 c.c. 5. 
2 novembre. — Plaque rouge de 3 & 4centimétres dediamétre aux six points 
Winjection. Réactions sensiblement égales. 


L’épreuve, surtout aprés une seule injection antérieure, 
était trop sévére (v. Remarque, expérience B). L’expérience 
sera répétée en employant pour l’injection d’épreuve une quan- 
tité plus faible de toxine. 


K. — Crest l’expérience D avec épreuve de l’immunité 
locale par injection intracutanée d’une dose de toxine vingt 
fois moindre. 


31 octobre. — 3 lapins 38, 39 et 40, recoivent, comme dans lexpérience D, 
des dilutions de toxine et d’anatoxine dans la peau en 6 points: 
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A gauche : A droite : 


Avant: 10 —° cent. cube d’anatoxine. Avant : 10—% cent. cube de toxine. 

Milieu : 10 —8 cent. cube d’anatoxine. Milieu : 10-8 cent. cube de toxine. 

Arriére : 10—7 cent. cube d’ana-_ Arriére : 10—7 cent. cube de toxine. 
toxine. 


2 novembre. — Réaction traduite par de la rougeur aux lieux d’injection de 
40 —® cent. cube et 10 —7 cent. cube de toxine. 

8 novembre. — Epxkuve par injection intracutanée de 0c.c. 5 d’une dilutiona 
10 —® de toxine fraiche en chacun des 6 points. 

11 novembre. — Lapin 39: réactions égales des deux coétés et aux différents 
points. 

Lapins 38 et 40: 


A gauche : ; . A droite: 
Aux trois points : rougeur avec pe- Aux trois points: rougeur sans taches 
tites taches hémorragiques et épais- hémorragiques ni épaississement 
sissement de la peau. cutané. 


Le résultat est, ici, en faveur d’une faible immunité locale 
provoquée par la premiére injection de toxine. Cette immunité 
est moins appréciable que dans ]’expérience A, mais il faut 
considérer que les lapins n’avaient recu qu’une seule injection 
préalable. 


F. — Des lapins recevront en plusieurs points une méme 
quantité de toxine par voie intracutanée. L’épreuve comportera 
des injections de quanlités variées de toxine aux divers points 
d’injeclions anlérieures. 


4 novemhre. — 2 Lapins 47 et 48 recoivent dans la peau en 6 points A, 
B, C adroite, D, E, Fa gauche, une méme dose de 0c.c. 5 d'une dilution a 


140 —7 de toxine fraiche. 
1 novembre. — Les injections ont donné lieu Ades réactions a peine visibles. 
12 novembre. — Epreuve. — Injection intracutanée en chacun des points 
ci-dessus et en 2 points vierges, A’ a droite et D’ A gauche, de doses variées 
de toxine selon le tableau suivant : 


A gauche : A droite : 


D : dix fois la dose A. A : 10-7 cent. cube de toxine. 
E : quinze fois la dose A. B : deux fois la dose A. 

F : vingt-cing fois la dose A. C.: cing fois la dose A. 
D/ : dose D = dix doses A. A': dose A. 


(Les dilutions étaient faites de telle fagon que les doses ci-dessus furent 


injectées sous le volume de0 c.c. 5). 
44 novembre, — Réactions nettes (rougeur) a partir du point D, 
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145 novembre. — Résultats : 
Lapin 47 : 


A gauche : A droite : 


: faible réaction. 
: faible réaction. 
: faible réaction. 
’: réaction forte. 


: faible réaction. 


een} jeol eh 
Bee (ep) (seh 


Lapin 48 : 


A gauche : A droile : 


D : faible réaction. 
E : faible réaction. — 
FE: 
D’ 


réaction forte: 
: réaction forte. 


' : faible réaction. 


PADS 


Ainsi, @ drotte, on observe une faible réaction au point 
témoin A! qui a recu la dose la plus rédnite de toxine, alors 
qu’aucune réaction n’ést appréciable au point préparé A qui a 
recu la méme dose et aux points B et C qui ont recu deux ou 
cing fois cetie dose. A gauche, le point D’ témoin, qui a recu 
Ja dose D, présente une forte réaction alors qu’au point pré- 
paré D, ot la méme dose a été injectée et au point E quia recu 
une fois et demie cette dose, la réaction est restée faible chez 
les 2 lapins. Au point préparé F ot l’on a introduit deux fois et 
demie la dose D, ou vingl-cing fois la dose A, la réaction est 
restée peu importante chez le lapin 47, et s’ést montrée chez le 
lapin 48, comparable a celle du point D! malgré Vinjection d’une 
dose deux fois et demie plus forte. 

Le résultat est nettement en faveur dune immunité locale. 


G. — Afin de rendre plus apparentes les réactions provo- 
quées par les diverses injections et de mieux juger de leur 
importance, l’expérience F est répétée stir des lapins blancs. 

48 novembre. — La premiére injection est pratiquée A dosé un peu supé- 
rieure 4 celle de la dérnitre expérience. A chaque point choisi, on injecte 


— 6 J i 
, soit 1/4.000.000 de centi- 


aux lapins 62 et 63, 0 c.c. 5 d'une dilution a ee 


métre cube de toxine; lés points A, B, C, a droite; avec un espace réservé en 
arriére pour l’injection d’épreuve en lieu vierge; D, E, F, A gauche, avec un 
méme espace réservé. 

20 novembre. — Rougeur aux 6 points d’injection chez les 2 lapins. 

9 décembre. — Les {réactions provoquées par les premiéres injections 
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s’étant montrées assez fortes, ’épretive dut étre retardée jusqu’a ce que la 
peat fit redévenue absolumient normale. 

Eergtve commé dans l'expérience précédente en partant de la dose 
ee: 10 —6 

eee 

Une injection én peau vierge est pratiqtiée 4 droite, én A’ avec la dose A, 
a gauche, en D’, avec une dose D = 10 doses A. 

11 décembre. — Réactions peéu tiadrquées aux différents points d’injéctions 
antérieures. Les points témoins sont légerement codématiés avec rougeur de 
la peau: 

13 décembre. — Résultats : lapin 62 (tres maigre). A droite, réactions a peine 
appréciables. A gauche, la réaction au point D’ est plus marquée que les 
autres, presque imperceptibles. 

Lapin 63, A droite comme a gauche, les réactions dés points témoins sont 
nettement plus marquées que celles des points préparés, méme que celles 
qui résultent d’injections de quantités plus importantes de toxine. 


Le résultat confirme celui de l’expérience F. 


H. — Cette double expérience est la répétition des expé- 
riences F et G, mais pratiquée sur des lapins ayant recu des 
injections de toxine & des époques diverses. 


1° 18 novembre. — 3 lapins 23 ét 99 (expérience B) et 97 (expérience D) 
recoivent dux points d'injections antérieures des doses de toxine croissanles 
de point en point, en partant de l’avant du cété droit comme dans les expé- 


riences F et G. D’autre part, des injections sont faites en peau vierge, a 
INAS. 
droite avec la dose A = gre gauche avec la dose D = 10 doses A: 


20 novembre. — Lapin 23 : les deux points témoins A’ et D’ sont rouges avec 
épaississement cutané. Les autres présentent seulement un épaississement. 

Lapin 99 : lé8 points témoins A! et D’ présentent un épaississement cutané 
avec rougeur. Aux autres points, simple épaississement. 

Lapin 97 : épaississément de la peau a tous les points d’injection avec légére 
rougeur de la peau. 

2° 18 novembre. — Le méme jour, la méme expériencé est pratiquée sur 
les lapins 38 et 39 ayant servi dans l’expérience E, mais ici la dose A repré- 
senté ue quanlité de toxine dix fois moindre que dans !'expérience 

— 6 
ci-dessus. Elle est de ro 

20 novembre. — Lapin 38: en A, B, C, rien d’appréciable; en D, E, F, épais- 
sissement cutané; én A’ et D’, rougeur. 

Lapin 39 ; épaississement cutané en ABO kh snouceur en A. Tou 
geur et épaississement cutané én D’. | . 

En quelques points ou des injections avaient été antériéurement pratiquées 
sur dés lapitis de ces deux lots, on a observé, 4 la suite de linjection 
dépreuve, un petit cércle de peau dont la couleur est restée normale, 
entouré d'une couronne légérement rosée, comme si le centre, immunisé par 
1é8 preniiéres injections, avait résisté a l’action de la toxine d'épreuve 
alors que la périphérie réagissait faiblement a linjéction de cette toxine: 
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Dans ces expériences, qu’il s’agisse de lapins éprouvés vingt jours apres 
l'injection précédente, comme les lapins 23 et 99, dix-huit jours comme le 
lapin 97, ou dix jours, comme les lapins 38 et 39, on constale une différence 
entre la réaction observée aux points neufs el celle des points ot une 
injection préalable de toxine a été effectuée. Les réactions aux points A’ 
et U! ont été marquées. On a méme vu la réaction du point D’ plus forte que 
celle des points E et F qui, pourtant, ont regu en dernier lieu une fois et 
demie ou deux fois et demie la dose du point témoin D’. 


En somme, les premiéres injections de torine ont, dans une 
certaine mesure, immunisé la peau localement contre une nou- 
velle injection. On ne saurait parler d'une immunilé locale 
absolue. Ce n'est pas du « tout ou rien », mais seulement « du 
plus ou du moins ». 


I]. — ExpsriENCES AVEC KPREUVE PAR APPLICATION (AVEC FRICTION) 
DE POMMADE A LA TOXINE DIPHTERIQUE. 


I. — Des lapins recevront dans la peau non rasée des injec- 
tions de loxine. La peau sera rasée sur une large surface au 
moment de l’épreuve praliquée par application, avec friction, 
de pommade & la toxine. Qn comparera les etfets de la pom- 
made, d’une part, au lieu de l‘injeclion, d’autre part, sur le 
pourtour. 


31 octobre. — 2 lapins 44 et 42 regoivent dans la peau non rasée, le poil 
étant simplement coupé aux ciseaux : 


A gauche : 10—§ cent. cube de _ A droite: 16 —® cent. cube de toxine. 
toxine. 
(chaque injection sous le volume de 0 c.c. 5). 


2 novembre. — Lapin 41 : 

A gauche : —. A droite : léger cdéme cutané. 
Lapin 42 ; 

A gauche : —. A droite : edéeme cutané. 


8 novembre. — Erreuve & la pommade ainsi préparée : toxine a 1/10, 4 cent. 
cubes, lanoline 6 grammes, vaseline 3. 

La peau est rasée de chaque cété, de facon que le lieu de J injection 
préalable se trouve au centre de la partie dénudée. Toute la surface rasée 
est friclionnée avec la pommade, enduite de cette méme pommade, puis 
recouverte de gaze et de taffetas gommé, Je tout maintenu en place par un 
pansement a bretelles pendant vingt-quatre heures, 
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11 novembre. — La peau des 2 lapins est épaissie et congestionnée dans la 
plus grande partie de la surface rasée. Aux lieux dinjection, la réaction est 
moins inlense, l’épaississement moins marqué. Il s’agit de lapins a peau 
pigmentée, de sorle qu'un changement de teinte est dilficilement appréciable. 

12 novembre. — La différence d'aspect entre la peau aux points d’injection 
et celle du pourtour est plus accusée. 

13 nvvembre. — La différence s’accuse encore. Elle est visible a distance : 
alors que la peau du pourtour est épaisse, rouge, crotteuse, celle des 
points d’injection apparait normale sur une surface circulaire de 2 centi- 
métres de diamétre. 


Fic. 1. — Lapin 84, expérience J. A recu 0 c.c. 5 d'une dilution a 10—5 de 
toxine diphtérique dans la peau le 29 octobre. Eprouvé par friction a la 
pommade-toxine le 15 novembre. Zn, zone de peau restée normale a la 
suite de i’épreuve; p, pigmentation cutanée dans la zone normale. 


Grace & l’injection préalable de toxine pratiquée huit jours 
plus tot, une petite étendue de peau a donc acquis une résis- 
tance nette a l’action de celte méme toxine. 


J. — Méme épreuve d'immunité locale pratiquée chez des 
lapins ayant servi 4 une expérience antérieure. 


45 novembre. — Les lapins 84, 85 et 96, qui avaient recu des injections 
sous-cutanées de toxine (expérience B) et qui ont subi ensuite une injection 
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dans la peat le 29 octobre (méme expérience), sont rasés des deux cdtés du 
thorax ét dé l’abdomen, le point dinjection du 29 octobre occupant le centre 
de la surface rasée, puis frictionnés avec la pommade a la toxine diphté- 
riqué et enduits de cette méme pommade sur les surfaces rasées. Un pan- 
gement recouvre les parties frictionnées; il est laissé vingt-quatre heures 
en place. 

18 novembre. — Chez leslapins 85 et 96, la réaction cuitanée est trop faible 
pour qu’tne différetice entre la réaction dé la portion de peau éprouvée 
antérieurément et célle dés partiés neuves soit appréciable. Ces 2 lapins ont 
vraisemblablement acquis une certaine immunité générale. 

Chez le lapin 84, la différence est, au contraire, extrémement marquée : 
au milieu d’une surface rouge, un cercle reste indemne. En dehors de ce 
cercle, la peau est épaissie dans toute l'étendue rasée. 

A l'intérieur du cercle & peau normale, on remarque une petite surface 
' pigmentée, conséquence de l'injection de toxine du 29 octobre. Semblable 
pigmentation apparait chez un grand nombre des animaux en expérience (1). 
[Le lapin a été photographié le 19 novembre] (fig. 4). 


Dans cette expérience, il semble que 2 lapins sur 3 ont 
acquis, & la suite des injections antérieures, une certaine 
immunité générale. Le troisitme a manifesté une immunité 
locale indéniable. 


L’IMMUNITE LOCALE CONSTATEE EST-ELLE SPECIFIQUE ? 


L’épreuve 4 la pommade permet, mieux que l’épreuve par 
injection, d’apprécier le degré de résistance des portions de 
peau qui ont subi antérieurement le contact de la toxine 
diphtérique. C’est ce moyen d'épreuve qui va étre employé 
pour juger de la spécificité de limmunité locale constatée au 
cours des expériences rapportées jusqu ici. 

Pour comparer la résistance provoquée par une premiere 
injection de toxine diphtérique a l’égard de cette méme toxine 
avec célle que peut produire une autre toxine a l’égard de la 
toxine diphtérique, il était nécessaire de connaitre la dose de 
toxine hétérogéne capable d’avoir des effets immédiats sem- 
blables & ceux d’une dose coniiue de toxine diphtérique. 


K. — Essai préalable Pune toxine staphylococcique. 


21 novembre. — Ayant choisi comme objet de comparaison la toxine sta- 
phylococciqué, nous avons injecté par voie intracutahée A un lapin, en 


1) Le méme phénoméne a été observé chez I'homme par Ch. Zoeller, a 
la suite dune réaction dé Schick positive. C. R. Soc. de Bivl:, 90, 1924, 
p. 4147, 
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6 points, des doses variées de toxine staphylococcique sous le volume de 
4 cent. cube : 1/50, 1/100, 1/200, 1/500, 4/41.000, 1/5.000 cent. cube. 

22 novembre. — Les dilutions a 1/50 et 1/100 ont provoqué un cedéme 
cutané avec rougeur et une surface centrale violacée (escarre en formation) ; 

Les dilutions 4 1/200 et 1/500, cedéme cutané et rougeur; 

La dilution a 1/1.000, léger cedéme et rougeur; 

La dilution a 4/5.000, une sorte de papule. 

25 novembre : dilution A 1/50, rougeur et oedéme avec partie hémorragique. 

Dilution a 1/100, rougeur et wdéme avec partie hémorragique. 

Dilution a 4/200, rougeur et wedeme. 


Fic. 2. — Lapin 4, expérience L. Coté droit. A regu 4 cent. cube de dilution 
a 10—7 de toxine diphtérique dans la peau le 16 décembre. Eprouvé par 
friction a la pommade-toxine le 27 décembre. Zn, zone de peau restée nor- 
male a la suite de l’épreuve. 


Dilution a 4/500, tache rose avec trace dcedeéme. 
Dilution a 1/1.000, tache rose avec trace d'cedéme. 
Dilution a 4/5.000, la réaction a presque disparu. 
On emploiera, pour l’expérience projetée, une dilution a 1/2.000. 


L. — Des lapins recevront en des points séparés deux des 
produits suivants : toxine diphtérique, anatoxine diphtérique, 
toxine staphylococcique, eau distillée. Dix & douze jours plus 
tard, on éprouvera l’immunité par friction et application de 
pommade 8 la toxine diphtérique. 
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16 décembre. — Les lapins 1 a6 recoivent les injections suivantes dans la 


peau : 

A gauche : 
Lapin 1 : eau distillée, 1 cent. cube. 
Lapin 2 : eau distillée, 1 cent. cube. 


Lapin 3 : toxine staphylococcique a 
40—3, 4 cent. cube. 

Lapin 4 : toxine slaphylococcique a 
40'—3. 4 cent. cube. 

Lapin 5 : toxine staphylococcique a 
40—8, 4 cent. cube. 

Lapin 6 : anatoxine diphtérique a 
10—5, 4 cent. cube. 


A droite : 


Toxine diphtérique a 10—’, 
cube. 

Anatoxine diphtérique a 10 ~ 4, 1 cent. 
cube. 

Anatoxine diphtérique a 10 —°, 1 cent. 
cube. 

Toxine diphtérique 4 10—7, 4 cent. 
cube. 

Toxine diphtérique 4 10—7, 4 cent. 
cube. 

Toxine diphtérique 4 10—7, 1 cent. 
cube. 


4 cent. 


18 décembre. — Effets des injections du 16 : 


A gauche : 


Lapin 1 : edéme cutané, rougeur. 
Lapin 2 : ceedéme cutané. 

Lapin 3 : wdéme cutané. 

Lapin 4 : edéme cutané. 

Lapin 5 : ceedéme cutané. 

Lapin 6 : —. 


A droite : 
Okdéme cutané. 


OEdéme cutané : rougeur. 
Léger cedéme cutané. 
OEdéme cutané. 


27 décembre. — Epreuve avec la pommade : 


Toxine diphtérique 41/10, en centimétres cubes. . . .. 24 


Lanoline, en grammes..... 


Vaseline, en grammes . 


ope eat des ne . 40 
20 


La peau de chaque lapin est rasée des deux cotés du thorax et de 
labdomen (le centre de la surface rasée étant occupé par le lieu de V’injec- 
tion préalable), frictionnée avec la pommade et enduite de cette méme pom- 
made, celle-ci étant réparlie entre les 6 lapins. Pansement protecteur main- 
tenu en place pendant vingt-quatre heures. 

31 décembre. — Résultats (les lettres Zn signifient qu’une zone de peau 
normale existe au point de l’injection du 16 décembre). 

Tous les animaux ont réagi par un épaississement de la peau. de la rou 


geur, puis des crottes. 


A gauche : 


Lapin 1 : (mort le 23 décembre). 
Lapin 2 : réaction uniforme. 


Lapin 3: Zn. 
Lapin 4 : ? (escarre),. 
Lapio 5: Zn. 
Lapin 6 : Zn. 


A droite : 


Zn. 
Zn. 
Zn. 
TANG, 
Zn. 


Une petite surface cutanée est restée normale aux endroits ot avaient été 
pratiquées les injections de toxine diphtérique, d’anatoxine diphtérique et 


de toxine staphylococcique. 
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Des photographies sont prises du lapin 4, coté droit, préparé a la’toxine 
diphtérique et du lapin 5, cété gauche. préparé a la toxine staphylococcique, 
les deux surfaces culanées montrant bien Paspect de la réaclion avec une 
partie cenlrale indemne. 


Dans cette expérience que nous considérons’ comme parli- 
culigrement démonstrative, nous voyons que l'immunité 
locale constatée & la suite d’une injection de toxine diphtérique 
dans la peau n’est pas spécifique (fig. 2 et 3). 


Fie: 35 Lapin 5, expérience L. Coté gauche. A recu 1 cent. cube de dilution 
40-3 


> 


a 


7) de toxine staphylococcique dans la peau le 16 décembre. Eprouvé 


par friction 4 la pommade-toxine diphtérique le 27 décembre. Zn, zone de 
peau restée normale a la suite del’épreuve. 


M. — Dans cette derniére expérience, |’injection préalable a 
été remplacée par une friction sur une surface réduite avec 
une des pommades ci-dessous : 

4° Pommade 8 la toxine diphtérique : 


Toxine diphtérique 41/10, en centimétres cubes. ...... 8 
WaANnOlMes CME SLAMINES 95) whee Giles Mee os Gleolae sy ro at lesion eed 2 
Wasclinemenigrammesi s.r. sh taueis iii) dete taew ee fo 6 
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2° Pommade a l’anatoxine diphtérique : mémes propor- 
lions : 
3° Pommade a la toxine staphylococcique : 


Toxine staphylococcique pure, en centimétres cubes .. . . 8 
Lanoline, en grammes ..... .- Se Rhy cia Pecan ae oe 42 
Vaseline -enroralniimesi ce obits mci ne eee ie 6 


4° Pommade au bouillon : mémes proportions. 
_~S* Pommade 8 l’eau distillée : mémes proportions. 
6° Pommade a‘l’eau physiologique’: mémes proportions. 


6 janvier 1936. —7 lapins sont rasés de chaque coté sur une petite sur- 
face de 3 centimétres de diamétre environ. 

Chacune des surfaces rasées est frictionnée avec l'une des pommades et 
enduite de la méme pommade. Pansement protecteur pendant vingt-quatre 
heures. 

Voici la répartition des pommades sur les différents lapins : 


4 


A gauche : A droite : 

Lapin 9: pommade a la toxine sta- Pommade a la toxine diphtérique. 

_ phylococcique. 

Lapin 10 : pommade a ia toxine sta- Pommade a la toxine diphtérique. 
phylococcique. 

Lapin 41 : pommade a l’anatoxine Pommade a la toxine diphtérique. 
diphtérique. 

Lapin 42 : pommade a lanatoxine Pommade au bouillon. 
diphtérique. 

Lapin 13 : pommade au bouillon. Pommade a la toxine diphtérique. 

Lapin 14 : pommade 4 la toxine sta- Pommade a l'eau distillée. 
phylococcique. 

Lapin 43 : pommade 4a l’anatoxine Pommade a l’eau physiologique. 
diphtérique. 


8 janvier. — Afin que toute la surface cutanée qui sera plus tard soumise 
a une friction d’épreuve se trouve dans les mémes conditions A l’égard de 
action du rasoir, tous les lapins sont rasés sur une large étendue autour 
de la premiére surface rasée. 

15 janvier. — Le lapin 15 est mort. 

28 janvier. — Epreuve. — La peau est rasée de nouveau sur toute la sur- 
face rasée une premiére fois, soit le 6, soit le 8, Friction bilatérale avec la 
pommade : toxine diphtérique a 1/10, 4 cent. cubes, lanoline, 6 grammes, 
vaseline, 3 grammes pour chacun des 6 lapins restants. Les surfaces dénu- 
dées sont enduites de pommade. Pansements protecteurs pendant vingt-quatre 
heures. 

31 janvier. — Résultats de |’épreuve : 
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A gauche : A droile : 
Lapin 9: Zn. Zn. 
Lapin 10 : Zn (petite). Réaction uniforme. 
Lapin 41: Zn. Zn. 
Lapin 12 : ? (faible réaction). ? (faible réaction). 
Lapin 13 : Zn. Zn. 
Lapin 414 : réaction uniforme. Réaction uniforme. 


Tous les lapins, sauf le lapin 12, présentent un épaississement de la peau 
frictionnée et des crottes épidermiques. Le lapin {2 n’a fait qu’une réaction 
insignifiante qui ne permet aucune constatation utile. 


Remarques : 1° La premiere friction & la pommade-toxine 
diphtérique a fait apparaitre une résistance locale nette chez 
les lapins 9, 11 et 13; elle est restée sans effet chez le lapin 10. 

2° La friction 4 la pommade-toxine staphylococcique a pro- 
voqué une certaine immunité locale a l’égard de la toxine 
diphtérique chez les lapins 9 et 10; elle n’a pas eu d’effet 
chez le lapin 14. 

3° Chez le lapin 13, a gauche, la frictiona la pommade-bouillon 
a suffi pour déterminer une résistance locale a |’égard de la 
toxine diphtérique (1). 

4° La friction 4 la pommade-anatoxine diphtérique a produit 
Vimmunité locale a l’égard de la toxine diphtérique chez le 
lapin 41. 

Malgré une cerlaine discordance dans les résultats, discor- 
dance qui tient vraisemblablement & la sensibilité individuelle 
des animaux éprouvés, cette expérience montre, comme la pré- 
cédente, que l'immunité locale constatée n’a pas de spécificité. 


CONCLUSIONS. 


Laissant de coté les faits douteux ou exceptionnels observés 
au cours de diverses expériences, nous pouvons tirer de nos 
observations les deux conclusions suivantes : 

1° Des injections intracutanées de toxine diphtérique a faible 
dose créent au lieu d’introduction de la toxine, une immunité 
locale qu’il est possible de mettre en évidence par une injection 


(1) Dans les expériences antérieures, semblable constatation n’a jamais été 
faite A la suite de l'introduction du bouillon dans la peau. Aussi, nous gar- 
derons-nous de tirer des déductions de ce fait unique. 


/ 
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d’épreuve de la méme toxine ou par une friction de la peau 
avec une pommade a la toxine sur une surface fraichemont 
rasée dépassant largement la portion de peau intéressée par 
Vinjection antérieure. Mais cette immunité locale ne peut étre 
constatée qua la faveur d'une épreuve convenablement ménagée. 

2° L’immunité locale produite par une injection de toxine 
diphtérique dans la peau n’est pas spécifique. La méme immu- 
nité locale & légard de la toxine diphtérique peut étre obtenue 
par lintroduction dans le tissu cutané d’une toxine hétérogéne 
telle que la toxine staphylococcique. 


La toxine diphtérique, employée dans nos expériences, nous 
était fournie chaque semaine par M. Philippe, et nous avons 
dai la toxine staphylococcique & l’obligeance de M. Ramon. Les 
photographies reproduites dans ce mémoire ont été prises par 
M. Jeantet. Nous prions nos aimables collégues de bien vouloir 
accepter nos cordiaux remerciements. . 


SUR LE TITRAGE DES SERUMS THERAPEUTIQUES 


(DEUXIEME MEMOIRE) 


TITRAGE DE DIVERS SERUMS 
PAR NEUTRALISATION DES ANTICORPS /W V/TRO 


Par L. COTONI et J. POCHON. 


Nous avons montré dans un précédent mémoire (1) qu’on 
pouvait titrer le pouvoir thérapeutique des sérums antipneu- 
mococciques par la neutralisation in vitro des anticorps. Dés 
le début de nos recherches, nous avons envisagé la possibilité 
d’appliquer cette nouvelle méthode au titrage des autres 
sérums thérapeutiques. 

Les critiques adressges aux procédés de litrage des sérums 
anlipneumococciques chez l’animal atteignent en méme temps. 
les procédés de titrage zm vivo de tout sérum, quel qu’il soit. 
La principale est que chaque animal posséde une sensi- 
bilité individuelle au virus injecté et une capacilé individuelle 
d'utilisation du sérum administré. A cette diversité inévitable 
on oppose l'emploi d’animaux nombreux, aussi semblables 
que possible (race, poids, age, régime, etc.), mais on se heurte 
a des difficultés pratiques pour construire des expériences 
valables et au prix élevé des titrages. Nous verrons que, pour 
les divers sérums, il s’ajoute en outre des difficultés propres & 
chaque espéce microbienne. 


SéRUM ANTI-ROUGET. 


Parmi les sérums antimicrobiens, le titrage du sérum 
anti-rouget a été particulitrement étudié. A l'exception de 
Leclainche, qui injecte un mélange de sérum et de culture 
dans le pectoral du pigeon, les auteurs emploient en général la 


(1) Ces Annales, 57, 1935, p. 221. 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 57, n° 6, 1936. 47 
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souris. Lorenz injecte sous la peau de la souris grise la cul- 
ture, puis le sérum aussitot aprés. Les autres choisissent la 
souris blanche : Voges inocule sous la peau le mélange de 
culture et de sérum, Marx injecte le sérum sous la peau le 
premier jour, et, le second jour, la culture dans le péritoine. 
D’autres auteurs injectent le sérum sous la peau et une heure 
plus tard la culture dans le péritoine. 

Pour notre part, nous avons adopté la technique suivante : 


Des souris blanches, le plus souvent 20 par sérum, recoivent chacune 
sous la peau 1/10 de centimétre cube de sérum, puis le lendemain sous la 
peau du flanc du coté oppesé, 1/100 de centimétre cube de culture de 
bacille du rouget en bouillon Martin simple, culture a4gée de vingt-quatre 
heures a 35° et capable de tuer les souris-témoins par voie sous-cutanée, a 
la dose de 1/1.000.000 de centimétre cube, en cing jours environ. Quand les 
souris, quelles qu’elles soient, succombent, on fait l'autopsie et recherche, 
par l’examen microscopique, la présence du bacille pathogéne dans le sang; 
en cas d’examen négatif, on ensemence le sang ou la substance cérébrale. 
La majorité des souris inoculées meurent avant le dixitme jour; toutefois 
il parait plus prudent de conserver les animaux quinze jours. 


Mais cette méthode zn vivo, ainsi que les méthodes citées 
plus haut, sont toutes passibles d’objections particuliéres, outre 
les reproches adressés 4 toutes les méthodes de titrage chez 
lanimal. Il est nécessaire d’observer plusieurs précautions 
concernant la culture, le sérum ou l’animal. La culture uti- 
lisée pour le titrage doit posséder un pouvoir pathogéne stable 
et déterminé exactement par une étude préalable; en outre 
elle doit étre assez virulente pour tuer la souris & doses faibles, 
afin qu’on puisse injecter aux souris-sérum un nombre impor- 
tant de doses mortelles. Par exemple, on injectera 1/100 de 
centimétre cube de culture aux souris-sérum, tandis que les 
témoins périront aprés l'injection de doses telles que 1/1.000.000 
de centimétre cube. Il faut encore, pour obtenir des titrages 
valables, utiliser un grand nombre de sourts par dose étudiée 
de sérum et déterminer préalablement les doses respectives de 
sérum et de culture qui permettent la survie d’un certain 
pourcentage d’animaux : pour cette recherche, plusieurs 
titrages d'orientation sont parfois indispensables. I] est néces- 
saire, lors de chaque expérience, de traiter plusieurs souris par 
un sérum-étalon et de lui comparer le sérum inconnu : faute 
de cette précaution, deux expériences disposées identique- 
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ment risquent de fournir des résultats différents. Enfin, on 
peut voir les morts se succéder pendant une quinzaine de 
jours, sans savoir quel jour il y a lieu d’arréter l’observation 
puis d’enregistrer les résultats acquis. Cette observation pro- 
longée offre des inconvénients. Outre qu’on n’est en possession 
des résultats du titrage que fort tard, les souris survivantes 
peuvent contracter le rouget; nous avons vu des souris neuves, 
placées au contact des animaux servant au titrage, succomber 
au rouget vers le douziéme jour, c’est-a-dire & une époque ow 
les souris impossibles & sauver par le sérum n’ont pas encore 
toutes succombé. On supprimerait cette cause d’erreur en 
logeant les animaux dans des récipients séparés, facon de faire 
incommode et trés encombrante, lorsqu’on a plusieurs sérums 
a titrer. Une bonne précaution consiste & débarrasser les 
bocaux des cadavres le plus t6t possible. Enfin, les infections 
secondaires par le B. typht murium peuvent fausser la lecture 
des résultats et ce danger n’est pas illusoire chez des souris 
conservées pendant longtemps aprés l’inoculation virulente. 
En un mot, on peut reprocher aux méthodes de titrage zn vivo 
d’étre lentes, onéreuses, irréguliéres dans leurs résultats. 

Pour tous ces motifs, nous préférons l'emploi de notre 
méthode in vitro, dont voici la technique. 


Préparation de Vantigéne. — On cultive le bacille du rouget 4 359-379 dans 
le bouillon Martin glucosé a 2p. 4.000. Aprés vingt-quatre heures, on centri- 
fuge les cultures et poursuit l’opéralion comme pour l’antigeéne pneumo- 
coccique. 

Préparation de Vémulsion microbienne. — Elle contient, pour 1 cent. cube 
d’eau salée a 1 p. 100, 0 gr. 0005 a 0 gr. 002 de poudre microbienne alcool- 
éther, suivant les sérums étudiés, et demeure quatre heures a 35° avant 
VYemploi. 

Préparation de Vextrait microbien. — Utilisé pour déceler les anticorps 
libres du sérum, c’est le centrifugat dune macération du méme antigéne 
(0 gr. 002 par centimétre cube d’eau salée), pendant également quatre heures 
4 35°. Nous nous sommes assurés que cet extrait fournit des résultats bien 
supérieurs a un filtrat de culture liquide, de préparation plus simple. 

Titrage proprement dit. — L’expérience est disposée comme pour le tifrage 
de sérum antipneumococcique. On verse dans une série de tubes des 
yolumes décroissants (1 cent. cube 4 1/10 de centimétre cube) de sérum 
antirouget, des volumes croissants (1/10 de centimétre cube a 4 cent. cube) 
de sérum normal équin, 1 cent. cube de solution de NaCl dans l’eau, 41 p. 100, 
et 1 cent. cube d’émulsion microbienne. On abandonne une heure a 35°, en 
agitant plusieurs fois. Aprés centrifugation, on ajoute dans une série de 
nouveaux tubes, A 1 cent. cube de liquide limpide contenu dans chaque tube 
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de la premiére série, 1 cent. cube d’extrait microbien et on abandonne 


quinze minutes a 35°. 

La lecture se fait de préférence sur fond noir. On cherche le tube le 
moins opaque se différenciant du tube limpide témoin qui contient le sérum 
normal. Pour certains sérums opalescents, la lecture peut étre difficile; on 
la facilite par l’adjonction, A coté de chaque tube de la série, d'un tube 
témoin ott 41 cent. cube d’extrait microbien est remplacé par 4 cent. cube 


d’eau salée. 


8 échantillons divers de sérums équins antirouget d’origines 
diverses ont été titrés parallélement in vivo et in vitro: les 
résultats des deux ordres de recherches sont consignés dans le 


tableau suivant : 


DOSES DE SERUM INJECTEES 


Pourcentage des souris survivantes DOSES DE SERUM 


neutralisant 


RCH ANTILLONS == sees Sanne Ogee ees : lisan 
ples 1/50 de 1/20 de 1/10 de y oa eenk cube 
cent. cube cent. cube cent. cube 
4 6 BSH) 400 15 0,16 
2 0 25 100 0,28 
outs 0 wis) 0560 
4, 0 0 715 0,80 
5 45 4 
ils 3D 4 
flog 0 0 60 4,20 
8 25 Impossible a titrer 
in vitro. 


Cette méthode de litrage 7 vitro offre divers avantages. 
Sans parler a nouveau de l’élimination de facteurs aussi 
variables que la résistance des animaux et le pouvoir patho- 
géne des cultures, elle fournit des chiffres identiques ou trés 
voisins dans deux expériences consécutives. Le sérum-étalon 
nest pas indispensable. Les résultats, obtenus rapidement et a 
peu de frais, se classent d’eux-mémes et mettent en lumiére 
des différences impossibles & apercevoir in vivo. Un poids 
constant d’antigéne neutralise le plus souvent des volumes 
d’autant plus faibles de sérums, que ces derniers permettent !a 
survie d’un pourcentage de survie plus élevé. 


SERUM ANTISTREPTOCOCCIQUE. 


Dans le cas du sérum antistreptococcique, l’acquisition 
d'une méthode de titrage est particuliérement désirable. Parmi 
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les nombreuses difficultés rencontrées a chaque pas dans 
l'étude des streptocoques, le titrage des sérums est une des 
principales. Les méthodes de titrage in vivo sont souvent inap- 
plicables, puisque les streptocoques isolés, méme d’infections 
graves, peuvent étre souvent dénués de pouvoir pathogéne 
pour les animaux d’expérience. 

Lorsque la virulence du streptocoque permet d’utiliser la 
souris, le titrage du sérum fournit souvent des résultats irré- 
guliers, comme nous l’avons signalé depuis longtemps. Et cela, 
quelles que soient les variantes de technique : injection dans 
le péritoine, ou sous la peau, du mélange de culture et de 
sérum ; injection sous-cutanée, 4 vingt-quatre heures d’inter- 
valle, du sérum, puis de la culture, ou, de préférence, injection 
de sérum sous la peau, et de culture, le lendemain, dans le 
péritoine. Nous avons vu parfois Vinjection intrapéritonéale de 
sérum équin normal protéger la souris contre |’inoculation, par 
la méme voie, de 1.000 doses mortelles, et Ja survie des animaux 
se produire avec des irrégularilés déconcertantes. Non seule- 
ment un échantillon de sérum titré deux fois de suite peut 
fournir des résultats divergents, mais un sérum manifestement 
actif chez le lapin peut se montrer médiocre chez la souris. 

L’emploi du lapin parait fournir des résultats plus catégo- 
riques, mais il serait beaucoup trop cotteux, étant donné le 
grand nombre d’animaux nécessaires. En outre, les échantillons 
de streptocoque tuant réguliérement le lapin & faibles doses 
sont fort rares [Cotoni, Césari et Chambrin (1)| et proviennent 
exclusivement d’infections animales; c’est pourquoi, en défini- 
tive, les sérums préparés avec des streptocoques humains sont 
& peu prés impossibles & titrer. Ajoutons que la monovalence 
des sérums exige le plus souvent qu’on les titre 4 l’aide du 
streptocoque qui a servi & les préparer. Quand le titrage est 
possible, avec certains streptocoques septicémiques chez le 
lapin, germes d'origine équine (gourme) ou aviaire, nous 
injectons le premier jour 5 4 10 cent. cubes de sérum sous la 
peau de lapins de 2 kilos, et le lendemain, dans les veines, 
400 & 1.000 doses mortelles de culture en bouillon-sérum, 
culture agée de seize heures 4 35°. Des lapins témoins regoivent 


(4) Ces Annales, 50, 1933, p. 608. 
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dans les veines la culture seule & doses diverses (1/1000 a 
1 millioniéme de centimétre cube). 

La rareté des streptocoques tuant le lapin par septicémie nous 
a conduits autrefois & étudier l’action du sérum sur l’érysipéle 
expérimental de l’oreille du lapin, comme l’ont fait Groma- 
kowsky, Denys et Leclef, puis de Lavergne, Florentin et 
Gousset. En injectant le sérum dans la veine du lapin, et le 
lendemain, la culture sous la peau de Joreille, nous avons 
observé parfois une atténuation indiscutable des lésions et une 
guérison plus rapide. Mais tous les streptocoques ne sont pas 
érysipélatogénes chez le lapin, et, avec un échantillon bien 
choisi, certains lapins ne présentent pas d’érysipéle. I] est donc 
impossible d’édifier ainsi un procédé pratique de titrage du 
sérum. 

Pour les sérums antistreptococciques « antitoxiques », de 
nombreuses méthodes de titrage ont été proposées. L’une, de 
neutralisation cutanée, consiste & mesurer la quantité de 
sérum capable d’éteindre chez homme la réaction de Dick. 
Wadsworth, Kirkbride et Wheeler l’ont étendue & la chévre. 
Une autre méthode comporte l'étude du pouvoir extincteur du 
sérum sur le rash scarlatineux (Dochez et Sherman; Blake, 
Trask et Lynch). Une troisiéme (O’Brien) détermine la propor- 
tion de sujets & Dick positif chez lesquels le sérum rend la 
réaction négative. La floculation a été étudiée, avec des résultats 
divers (Dyer, Powitzky, Eagles, Ramon, Laffaille et Martin). 
O’Brien, Okell et Parish (1929) accordent la préférence a la 
méthode de Parish et Okell (1927), qui utilisent linjection de 
sérum dans la veine du lapin, suivie quatre & six heures plus 
tard par l’injection de culture. 

Des difficultés si nombreuses nous ont amenés a tenter le 
titrage du sérum antistreptococcique par notre nouvelle 
méthode. 


Préparation de Vantigéne. — Elle ne différe pas de celle de l’antigéne pneu- 
mococcique. ll y a lieu de choisir l’échantillon méme de streptocoque 
utilisé pour immuniser les chevaux. 

Préparation de Vémulsion microbienne. — Elle contient 0 gr. 001 de poudre 
microbienne alcool-éther, ou moins, s’il le faut, pour 1 cent. cube d’eau salée 
a 4 p. 100. On Vabandonne, avant l’emploi, une heure a 35°, en agitant 
plusieurs fois. 

Préparation de l’extrait microbien. — L’extrait streptococcique destiné au 
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deuxieme temps de la méthode est fait quelques heures a l’avance. On 
prépare une émulsion plus concentrée du méme streptocoque (0 gr. 004 par 
centimétre cube d’eau salée) qu’on abandonne quatre heures a 35°, puis 
centrifuge. 

Titrage proprement dit. — On dispose l’expérience comme pour le titrage 
du sérum antipneumococcique. On ajoute dans chaque tube débarrassé, par 
centrifugation, de la poudre microbienne, a 1 cent. cube de liquide, 1 cent. 
cube d’extrait microbien. On cherche quel est le tube le moins opaque, par 
comparaison avec le tube témoin renfermant extrait microbien et sérum 
normal. Il est indispensable de faire la lecture sur fond noir. On détermine 
ainsi le volume le plus faible de sérum non neutralisé par I’antigéne. 


Nous avons pu vérifier que la saturation réciproque de l’anti- 
géne et de l’anticorps obéit, chez les streptocoques comme 
chez les pneumocoques, a la loi des proportions multiples : le 
sérum étant dilué de moitié, la quantité correspondante d’an- 
tigéne fixateur s’abaisse également de moitié. Un sérum est 
saturé par le streptocoque correspondant. L’extrait d’un 
streptocoque voisin, mais différant légérement du premier par 
sa structure antigéne, peut provoquer la précipitation au con- 
tact du sérum en question, mais se montre incapable d’en 
neutraliser tous les anticorps. Aussi, doit-on utiliser pour les 
titrages l’échantillon de streptocoque employé a la préparation 
du sérum. 

Nous avons étudié, & l’aide de cette nouvelle méthode, plu- 
sieurs sérums équins antistreptococciques préparés a l'aide 
d'un échantillon aviaire (poule) remarquablement pathogéne 
pour lelapin(dose mortelle minima par voie veineuse : 1/100.000 
de centimétre cube de culture liquide). Le choix de ces sérums 
nous a permis de raccorder les résultats obtenus im vivo et an 
vilro. Deux échantillons de sérums provenant de chevaux dif- 
férents, sérums inoculés la veille au lapin par voie sous-cutanée 
a la dose de 5 210 cent. cubes, protégent l’un et l’autre cette 
espéce animale contre |’injection faite le lendemain de 100 a 
4.000 doses mortelles de culture dans la veine, et l'un des 
deux échantillons de sérum précipite le centrifugat de la culture 
ainsi que l’extrait chlorhydrique streptococcique préparé sul- 
vant la technique de Lancefield (1): 0c. ¢. 35 de chacun de ces 
deux sérums est neutralisé par 0gr. 001 d’antigéne. Quant a deux 
autres échantillons de sérums neutralisables seulement a la dose 


(4) J. Exp. Med., 47, 1928, p. 91. 
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de 1 cent. cube pour 0 gr. 004 d’antigéne, l'un deux ne précipite 
pas l'extrait streptococcique et l'autre provient d'un cheval 
dont les saignées ont perdu tout pouvoir anti-infectieux sur la 
septicémie du lapin. 


SiERUMS ANTIMENINGOCOCCIQUES. 


Ici, plus que pour tout autre sérum, l’absence de méthode 
de titrage stire in vivo ou in vitro se fait péniblement sentir, et 
la solution du problame ne parait pas avoir été fournie depuis 
la remarque de Dujarric de la Riviere et Roux (4), qui écrivaient 
en 1925: « Le mieux serait évidemment de reconnaitre que 
nous ne disposons encore d’aucun procédé valable de dosage 
des sérums antiméningococciques. » 

C’est pourquoi nous avons élé tentés d’appliquer notre 
méthode a ce cas particulier. Nos recherches sont trés fragmen- 
taires; nous ne signalons leurs résultats que comme un point 
de départ possible pour des recherches plus étendues. 

Nous avons pu nous assurer que les sérums de chevaux 
immunisés avec les méningocoques des races A et C neutra- 
lisent chacun l’antigéne méningococcique alcool-éther corres- 
pondant (premier temps de notre méthode) et précipitent 
(deuxiéme temps) les extrails microbiens homologues. 


Préparation de l’antigéne. — Nous avons utilisé une provision d’antigénes 
préparés jadis au laboratoire de M. Nicolle (2): il s’agit de méningocoques 
cultivés sur milieux solides, €mulsionnés dans l'eau physiologique et tués 
par l’alcool-éther. 

Préparation de lV émulsion microbienne. — L’émulsion contient par centimétre 
cube deau salée a 1 p. 100, 0 gr. 004 de poudre microbienne .et demeure 
quatre heures a 35° avant l'emploi. 

Préparation de Vextrait microbien. — C'est le centrifugat de l’émulsion pré- 
cédente, abandonnée elle-méme quatre heures a l’étuve. 

Titrage proprement dit. — Dans le deuxitme temps de la méthode, on ajoute 
dans chaque tube, a 1 cent. cube de liquide limpide, 1 cent. cube d’extrait 
microbien, et on lit les résultats aprés séjour des tubes quinze minutes a 35°. 


Un sérum antiméningococcique A équin neutralise a la dose 
de (c.¢c. 15,0 gr. 001 dantigéne alcool-éther sec correspondant. 


(4) Ces Annales, 39, 1925, p. 368. 
(2) M. Nicottz, Frasgy, Desarns et Nicotas, Ces Annales, 34, 1920, p. 287. 
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SERUM ANTIGONOCOCCIQUE. 


Un sérum antigonococcigue éguin s'est montré capable, 4 la 
dose de 0c. c. 35, de neutraliser 0 gr. 001 d’antigéne alcool- 
éther gonococcique correspondant. L’émulsion microbienne uti- 
lisée contenait 0 gr. 002 d’antigene alcool-éther par centimetre 
cube d’eau salée et demeurait quatre heures & 35° avant 
lemploi. L’extrait microbien, employé dans le second temps du 
titrage, consistait dans le cenirifugat d’une émulsion de con- 
centration double (0 gr. 002 par centimetre cube d’eau salée) 
abandonnée quatre heures 4 35° préalablement. 


ConcLusIONs. 


Inutile de revenir une fois de plus sur les erzteques dont sont 
et demeureront toujours passibles les titrages chez |’animal, ni 
sur les avantages que procure l'emploi des titrages in vitro, 
économie de temps et d'argent, simplicilé, exactitude. La 
méthode que nous avons utilisée pour titrer le sérum anti- 
pneumococcique et le sérum antirouget fournit, dans ces deux 
cas, des résullats qu’il est facile de confronter avec ceux qu’on 
obtient par les titrages chez l’animal. On voit que, d’une facon 
générale, les sérums qui permettent les plus fortes proportions 
de survies chez les animaux inoculés sont ceux qui neutralisent 
aux doses les plus faibles une quantité fixe de l’antigéne micro- 
bien correspondant. 

Sil’on a soin d’utiliser pour chaque espéce microbienne un 
antigéne sec étalon ou, au besoin, un antigéne pour chaque 
groupe d’une espéce, celte méthode in vitro peut donc nous 
renseigner sur l’activité thérapeutique de sérums qu'on ne 
titrerait 2m vivo qu’a grand peine et sans précision suffisante 
(sérum antistreptococcique). D’autre part, nous croyons, par 
analogie, que la méthode mérite d’étre employée pour des 
sérums échappant jusqu’a ce jour a tout procédé efficace de con- 
trole (sérums antiméningococcique, antigonococcique). Ajoutons 
que nous avons pu l'utiliser quelquefois dans l'étude de sérums 


concentrés. 
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— et — Sur la vitalité du BCG dans l’organisme vacciné . LVI 
ZuwErKaALow (D. A.) et Sarkissorr (A. Kh.). — Un nouveau milieu 


nutritif pour la préparation de la tuberculine . . . . LVII 
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TABLE ANALYTIQUE 


DES SUJETS TRAITES 


DANS LES TOMES 48 A 


NOTICES NECROLOGIQUES. 


Borrel (Amédée), LVII, 337. 
Calmette (Albert), LI, 559. 
Cantacuzéne (Jean), LII, 437. 
Marie (A.-C.), LIV, 543. 
Morax (Victor), LIV, 649. 
Mouton (H.), LV, 3. 

Nicolle (Charles), LVI, 353. 
Nicolle (Maurice), XLIX, 275. 
Roux (Emile), LI, 545. 
Vaillard (L.), LIV, 269. 
Vallery-Radot (René), L, 143. 
Vallery-Radot (M™¢ René), LIII, 453. 


Abrine. Voir Immunité antitoxique. 

Acide chlorhydrique. Voir Réaction de Bordet-Wassermann. 
Acide lactique. Voir Glucides. 

Acides aminés et toxine staphylococcique, LV, 129. 


Acidn-globulines. Etude des A. et d’un de leurs constituants : la protéine C, 


LVU, 443. 


Acidose. Influence sur la production des agglutinines, XLIX, 220. 
Actinomyves bovis Bostroem. Phénomeénes de dissociation et de lyse 


observés dans les cultures de l’A., LVI, 470. 


Actinomyces israeli. Caractéres généraux et pouvoir pathogéne expéri- 


mental de I’A., LIII, 311. 


Actinomycose. Application des filtrats de cultures lysées au traitement 


de I’A., LVI, 470. 


Adénopathie régionale avec présence de tréponémes chez le cohaye atteint 


de syphilis expérimentale, LI, 714. 
Adrénalne. Propriétés biologiques, LI, 484. 
Afrique occidentale francaise. Rage autochtone, L, 778. 
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Agalazie contagieuse des ovins et des caprins, LIL, 438. 

Ayglutinines. Voir Acidose, Alcalose, Hyperthermite. 

Agglutinogenes du vibrion septique, XLIX, 303. — Nature des A. des glo- 
bules rouges des différents groupes, LV, 331. 

Alcalose. Influence sur la production des agglutinines, XLIX, 220. 

Alexine. Role de 1’A. dans le renforcement de la virulence microbienne, 
XLIX, 539. 

Algérie. Voir BCG, Prémunition. 

Alimentation carbonée, azotée et sulfurée, L, 703. — A. des animaux. 
Action combinée du zinc et des vitamines, LV, 265. 

Allergie. Voir aussi Anaphylaxie, BCG, Hypersensibilité, Immunité, Mélito- 
coccie ovine, Tuberculine et Tuberculose. 

A. croisée dans la tuberculose et la brucellose, LUI, 166. — Etude de 
VA., LVII, 357. — A. au blanc d’euf, L, 270. — A. hémorragique 
(Voir Phénomene de Sanarelli-Shwartzman). — Histo-cytologie des 
réactions allergiques, LILI, 598. — Relation entre le phénoméne de 
Shwartzman et le phénoméne d’Arthus, L, 89. — A. non spécifique, 
LVI, 325. — A. tuberculeuse et anapbylaxie, LVII, 134. — A.a la tuber- 
culine dans la brucellose, LIT, 166. 

Aluminium. Influence sur le Sterigmatocystis nigra, XLIX, 110. — L’inges- 
tion journaliére de petites quantités d’A. favorise-t-elle le cancer” 
LUI, 10. — Toxicité de l’A. selon la voie d’entrée, LII, 478: 

Ameba diploides. Cycle évolutif et culture, L, 693. 

Anaphylaxie. Allergie tuberculeuse et A., LVII, 134. — Passage a travers 
la peau des substances du sérum, autres que l’antitoxine et A., LI, 
146. — A. passive chez le cobaye, LV, 103. — Réactions anaphylac- 
tiques, LILI, 598. — Sensibilisation anaphylactique du spermophile, 
LVI, 477. — A. tissulaire, XLIX, 653. 

Anatoxine diphtérique. Immunisation du Japin par des échantillons d’A. 
de valeur antigéne différente, LI, 565. — A. récupérée, LII, 308. — 
A. précipitée. Immunisation contre la diphtérie par une seule injec- 
tion, LVI, 648. — Vaccination antidiphtérique, XLIX, 558 et 574. — 
Immunisation active contre la diphtérie, L, 79 et L, 339. — Valeur 
antligéne dans la vaccination antidiphtérique, L, 66. 

Anavaccin antityphique. Propriétés antigénes, LVI, 76. 

Anophéles d’Indochine. Affinités trophiques, LVII, 314. — Facteurs phy- 
sico-chimiques de l’cecologie des larves au Tonkin, LI, 656. 

Anticorps antiprotéidiques tuberculeux, LIIf, 72. — A. des sérums anti- 
venimeux, LV, 307; LVJ, 54 et 471. — Synergie d’A. par « dévia- 
tion hiérarchique », LVI, 186. — A. spécifiques de la maladie de 
Weil dans l'urine, LVI, 206. — Développement des A. antibrucelliques 


chez les animaux traités par le BCG, LV, 175. — Isolement des A. par 
fixation & un systeme adsorbant antigéne, LVI, 401. — Sur des A. 
a affinités multiples, LVI, 684. — A. ovalbuminique. Méthode de 


dosage de 1’A. dans le sang des sujets allergiques au blanc d’euf, L, 
270. — A. staphylococciques. Ktudes des antigénes et des A., XLVIII, 
doe 
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Antigénes. Etude des A. et des anticorps staphylococciques, XLVIII, 435. 
— A. des venins, LV, 307; LVI, 174; LVI, 541. — Etu le des propriétés 
A. de l’anavaccin antityphique, LVI, 76. — A. fixateurs des B. tuber- 
culeux, LIII, 594; LV, 433 et 547. 

Importance de la valeur A. de l’anatoxine de la vaccination anti- 
diphtérique, L, 66. — Isolement des anticorps par fixation & un 
systéme adsorbant-antigéne, LVI, 401. — A. hétérogénes. Etude des 
réactions de fixation non spécifiques avec des A. dans le sclérome, 
LVII, 105. — A. méthylique. Activation in vivo et in vitro de lantigéne 
méthylique de Boquet et Négre, LII, 502. — A. résiduel des filtrats de 
culture des bacilles tuberculeux, LV, 163. 

Antiseptiques urinaires, LI, 237. 

Antisérum. Voir Réaction de floculation. 

Antitoxine. Voir Diphtérie, Sérum, Tétanos. 

Absorption par la peau, LI, 117. 

Antivirus pneumococcique. Action sur la virulence du pneumocoque, 

XLVIII, 344. 

Antivirusthérapie. Pustule vaccinale et A., LII', 684. 

Autolyse. Voir aussi Bactériophage, XLIX, 543. — Diversité des principes 
autolytiques, L, 604. 

Bacilles acido-résistants (Voir aussi B. tuberculeux et B. paratuberculeuz). 
Nouveau type de B. parasite du cobaye neuf, LVII, 254. Pigments 
caroténoides de deux bactéries acido-résistantes, LIV, 383. 

Bacille de Chauveau. Différenciation, LV, 74. 

B. coli et hétérogénéité des principes lytiques correspondants, L. 306. 

Bacille de la coqueluche. Sensibilité vis-a-vis de Vhydroquinol et de la 
vitamine C, LVI, 443. 

B. dysenterix. Voir aussi Dysenterie. 

Variation microbienne observée dans une souche de B., LIV, 715. 

Bacille de Hiss. Voir Bactériophage. 

B. paratuberculeux. Recherches sur les B. de Moeller et de Grassberger, 
XLIX, 743: 

— — de la fléole. Modification des propriétés biologiques des bacilles 
tuberculeux de types humain et aviaire et du B. de la fléole par 
l’extrait acétonique de B. de Koch, LV, 153. — Propriétés chimiques, 
microscopiques et sérologiques, XLIX, 186. 

B. pesteux. Principe lytique transmissible du B., XLVIII, 541. 

B. pyocyanique et B. de Whitmore. Etude comparative, LI, 249. 

B. tuberculeux. Voir Allergie, Antigénes fixatewrs et hapténes, Bacillémie, BCG, 
Dissociation, Protéides, Tuberculose, Ultravirus. 

B. tuberculeux a colonies lisses et rugueuses isolé des urines, LI, 594. — 
Affaiblissement de la virulence du B., XLVIL, 710.— Anticorps antibru- 
celliques chez les animaux traités par le BCG ou par des B. morts, 
LV, 175. — Antigéne résiduel des filtrats de cultures de B, LY, 163. 
— Dissociation du B., LIV, 19 et 195. — Dissociation du B. aviaire, 
LV, 518. — Etudes chimiques sur le B., LI!, 277. — Etudes sur les anti- 
genes fixateurs des B. tuberculeux, LIII, 591. — Etude expérimentale 
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dun B. d'origine humaine cultivé pendant vingt-deux années consé- 
cutives sur milieu bilié, |, 599. — Etude microbiologique du B. du 
type bovin, LVII, 400. — Etude sur l’hapténe lipoidique des extraits 


aqueux de B. vivants, LV, 38. — Etudes sur l’ultravirus tuberculeux, 
L, 167. — Extraction fractionnée des substances lipoidiques de 
bacilles frais et non chauffés, LIV, 714. — Immunité des chenilles de 


Galleria mellonella envers les différents types de B., LIIT, 404. — 
Influence de la lécithine et de la cholestérine sur la biologie du B. 
bumain, XLIX, 194. — Inoculations oculaires des différentes souches 
de B., LIV, 356. — Mise en évidence du virus tuberculeux par la 
méthode des injections d’extrait acétonique de B , LH, 406. — Mode 
de multiplication, LVII, 171. — Modification in vivo des propriétés 
biologiques de B., LV, 153. — Pouvoir prémunisant des B. a colonies 
lisses, LVI, 609. — Propriétés biologiques des B. atténués par réense- 
mencements préceces, LII, 488. — Propriétés chimiques, microsco- 
piques et sérologiques des tiltrats de voiles sur milieu de Sauton, 
XLIX, 186. 

B. typhi flavum. Propriétés biologiques et sérologiques du B., LIl, 179. 

B. de Whitmore et B. pyocyanique. Etude comparative, LI, 249. 

Bacillémie tuberculeuse au cours d’infections aigués non tuberculeuses, 
XLIX, 614. — Etudes sur la B., LII, 645. . 

Bactéridie charbonneuse. Voir aussi Charbon. 

Atténuation par la lymphe péritonéale du lapin, LI, 40. 

Bactéries. Influence sur la culture de trypanosomides, LII, 533. — 

Role @une B. cellulolytique de la panse dans la digestion de la 


cellulose chez les ruminants, LV, 676. — L’eau lourde a-t-elle 
une action sur les B.?, LVI, 10. -— B. radicicoles des légumineuses, 
LVI, 221. 

Bactéries dites lysogénes, LVI, 307 et 316. — Relations numériques entre 


B. et particules de bactériophage, LVII, 652. 

Bactéries parahémotrophes. Nutrition des trypanosomides et des B., LI, 
707. — B. pathogénes pour les insectes, LIII, 93. 

Bactériophage et bactériophagie. Voir aussi Bactéries lysogénes, Lyse. 

Antagonisme microbien, XLVIII, 413. — Essai de classification, selon 
leur action sur les types S et X, des B. actifs pour le bacille de Hiss, 
XLUVIIL, 349. — Phénoméne de Twort, XLVI], 15; XLIX, 41. — Phé- 
noméne de Twort-d’Hérelle, LVI, 137. — Libération du B. contenu 
dans les bactéries dites « lysogénes », LVI, 307. — Principe lytique 
transmissible du bacille d’Yersin, XLVIII, 544. — Purification par 
électrophorése, LV, 6414. — Fixation du principe lytique, LII, 118. — 
Symbiose du vibrion cholérique avec le B., XUVIII, 457. 

Bacterium tumefaciens, XLIX. 234. — Biochimie, LIV, 730. 

BCG. Analyse sérologique des différentes fractions lipoidiques, LIV, 708. 
— Vaccination contre la tuberculose dans l’arrondissement de Thann 
(Haut-Rhin), L, 106. — Différents modes de vaccination, LV, 451. — 
Inoculation par scarification sur la cornée des jeunes lapins, XLIX, 
416. — Effets des injections sur la tuberculose expérimentale, LI, 160. 
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— Etude expérimentale, XLIX, 595 et LI, 466. — Protection contre la 
tuberculose chez les cobayes, XLIX, 630. — Evaluation de Vefficacité 
chez les nourrissons, LIV, 86. — Action sur le POLCAMELVAT 32a 
Formule leucocytaire chez les enfants vaccinés, X!.IX, 750. — Im. u- 
nité paraspécifique, |, 433. — Influence des injections répétées sur 
les singes, L, 749. — Nouveaux laboratoires de recherches sur la 
tuberculose et de préparati n du B., XLVI, 14. — Prémunition anti- 
tuberculeuse chez les indigénes d’Algérie, LUI, 509. — Prémunition 
antituberculeuse du cobaye et du lapin, LIV, 697. — Prophylaxie de 
la tuberculose a Brest, L, 282. — Sensibilité a la tuberculine des 
enfants vaccinés par voie buccale, XLIX, 4. — Vaccinations dans les 
départements francais en 1930, 1931 et 1932, L, 287. — Le B. utilisé 
comme moyen curatif dans la tuberculose du cobaye, LVII, 152. — 
Vaccination par voie buccale chez les adolescents et les adultes non 
allergiques, L, 289. — Vaccination & la Compagnie des Mines de 
Béthune, L, 109. — Valeur immunisante pour le cobaye, LV, 284. — 
Vitalité dans l’organisme vacciné, LVI, 46. 

Bismuth. Elimination urinaire, LIII, 535. 

Blé. Soufre et phosphore dans les diverses parties du grain de B., 
LI, 669. 

Bore. Teneur en B. de plantes cultivées sur le méme sol, LVIT, 124. 

Bovidés. Voir Piroplasmoses, Theileria, Syphilis. 

Bradsot du mouton islandais. Pathogénie et vaccination, XLVIII, 604. 

Brebis. Séro-diagnostic de Wright chez la B. atteinte de mélitococcie dans 
la période qui suit l’avortement, XLVIII, 372. 

Brucella. Anticorps antibrucelliques chez Jes animaux traités par le BCG, 
LY, 175. — Identification, XLIX, 284. 

Brucellose. Voir Mélitococcie, Allergie. 

Brilures, LII, 217. 

Caféine. Répartition dans les organes du guarana, XLIX, 381. 

Calfats. Voir Paludisme. 

Cambodge. Sur le latex de l’arbre a laque, LII, 68. 

Cameroun. Voir Maladie du sommeil. 

Cancer. Voir aussi Aluminium, Sarcome. 

Diagnostic, LVI, 299. — Fréquence et modalités du C..chez les Anna- 
mites du Tonkin, XLVIII, 594. — Immunité anticancéreuse chez les 
plantes, LI, 535. — Inoculation de substances a propriétés cancéri- 
genes chez quelques invertébrés, XLIX, 234. — Pouvoir floculant du 
sérum des cancéreux, LV, 108. 

Catgut. Contréle des cordes a C., XLVII[, 636. 

Cellules sanguines. Lyse des C. par lastaphylotoxine, XLVIII, 49. 
Cellulose. Digestion microbienne de la C. chez les ruminants, LV, 676. 
Champignons. Voir aussi Sterigmatocystis. 

Culture et pouvoir de synthése d’un Saprolegnia, L, 703. — Dermato- 
mycose tropicale causée par un C., LVII, 526. — Nutrition de quelques 
C. saprophytes et parasites, LII, 76. — Ostéites dues au Sporotrichum 
gougeroti et A une levure, LII, 424. 
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Charbon. Voir Vaccination anticharbonneuse. 

Atténuation par la lymphe péritonéale du lapin, L!, 40. — Mécanisme 
de l'infertion charbonneuse, L, 311. — Rdle de la peau dans I’infec- 
tion charbonneuse, LI, 32 et 38. — Role de la saponine dans la vacci- 
nation anticharbonneuse, LVI, 535. 

Chats. Gastro-entérite infectieuse, LI, 202. 

Chenilles. Immunisation de fragments du corps de C. ligaturées, XLIX, 
473. 

Chien. Voir aussi Leishmaniose, Maladie de Carré, Venins. 

Rage du C., LUI, 664. — Ultravirus « saprophyte » dans l’organisme 

du C., LVI, 244. 

Chimiothérapie du paludisme. Esgais sur les calfats, L, 731. 

Choléra. Récepteurs du vibrion cholérique, LVI, 710. — Symbiose du 
vibrion cholsrique avec le bactériophage, XLVIII, 457. 

Choléra aviniry. Infection et vaccination des poules per os avec la pasteu- 
rella du C., X\.VUI, 470. 

Cholestérine. Influence de la C. sur la biologie du B. tuberculeux humain, 
XLIX, 194. 

Chilestérologénese. Hémolyse et C., LVI, 56. 

Cils bactértens. Voir Coloration. 

Clavelée. Vaccination par virus sensibilisé, LI, 764. : 

Coba't. Importance physiologique du nickel et du C., LIII, 371. 

Cobaye. Voir aussi Bacilles acilo-résistants, Fiévre jaune, Peste, Syphilis, 
Tuberculose. 

Anaphylaxie passive chez le C., LV, 103. — Prémunition antituber- 
culeuse du C. nouveau-né au moyen du BCG, LIV, 697. — Réactions 
locales d’hypersensibilité, LUI, 598 — Sensibilité a la tuberculine, 
LIJ, 252. — Vaccination du C. pair le BCG, LVI, 152. 

Cocco bacille de Pfeiffer. Infection expérimentale des lapins, LIII, 120. 

Colibacil/e. Mécanisme de Vinfection colibacillaire, LI, 626. 

Coloration des cils bactériens par un procédé simple, LVI, 634. 

Conjonctivite tuberculruse, LIV, 653. 

Contraction musculaire. Processus chimiques et physiques dans la C., LIII, 
565. 

Corps de Negri. Voir aussi Raye. 

Morphovenése, LIII, 448. 

Corynebacierium diphterie dans le sang et les organes, LV, 239. 

Cristallin. Opacification du C, chez des lapins en cours d'immunisalion 
anliherpétique, L, 417. 

Curare. Etudes immunologiques sur Je C., LI, 102. 

Cuti-réaction. Voir Toxine diphtérique, Tuberculose. 

Cytoloyie Etude cytologique de Sarcina gigantea, LI, 742: — C. des réac- 
tions d’hypersensibilité chez le cobaye, LIIL, 598. 

Damas. Vibrion isolé 4 D. dans des cas de diarthée, LI, 640. 

Démence précoce et tuberculose, LIII, 156. 

Dermatomycose tropicale causée par un champignon levuriforme, LVII, 526. 

Diffusion. Facteurs de D. et leur signification, LVII, 597. 


TABLE DES SUJETS TRAITES (TOMES 48 A 37) 144 


Diphtérie. Voir aussi Anatoxine, Corynebacterium diphterix, Cuti-réaction, 
Paralysie, Sérum, Vaccination. 

Action de la vitamine C sur la toxine diphtérique, LVI, 413. — 
Action toxique et immunisante de la toxine diphtérique, LIV, 5 et 
278. — Coefficient de dilution du sérum antidiphtérique, LVI, 427. — 
Diagnostic bactériologique, L, 754. — {mmunisation locale, LIV, 273. 
— Immunisation par inhalation, LII, 690. — Immunité locale a 
légard de la toxine diphtérique, LVI, 677. — Immunité locale dans 
la D., XLVIM, 438. — Infection mixte strepto-diphtériqne, LI], 325. 
— Paralysie diphtérique expérimentale, LII, 5 et LIV, 185. — Prophy- 
laxie antidiphtérique, L, 339. — Vaccination par l’anatoxine de 
Ramon, XLIX, 558, 574. — Vaccination, L, 66.— Viscosité des mélanges 
toxine-antitoxine diphtérique, LVI, 339. 

Diphtérie et toxine diphtérique. Nouveau milieu de culture pour la produc- 
tion de la T., LV, 474. 

Dissociation. Voir aussi Variation. 

Dissociation du Mycobacterium tuberculosis, LIV, 19 et 195. — Phénoménes 
de — et de lyse observés dans les cultures de |’ Actinomyces bovis Bos- 
troem, LVI, 470. — Variations biologiques et D. du B. tuberculeux 
aviaire, LY, 548. 

Dysenterie. Voir aussi B. dysenteriz. 

Dysenterie infectieuse du ver a soie, LIII, 290. — D. non infectieuse. Deux 
types nouveaux, LIV, 627. 

Eau. Injection sous-cutanée contre les accidents dus aux venins, LVII, 
427. — L’£. lourde a-t-elle une action sur les bactéries ? LVI, 410. 

Electrophorése. Purification du bactériophage, LV, 644. 

Encéphalo-myélite rabique survenue au cours d’un traitement pasteurien, 
LIV, 299. 

Engrais. Importance des sulfates comme E., L, 344. 

Epithélioma intracutané du Japin et son pouvoir immunisant, LVI, 125; 
LVI, 343. 

Ether. Voir Sérum. 

Euglénes. Nutrition de quelques £. Euglena gracilis, L, 550 et 840. 

Extrait acétonique. Voir B. tuberculeux. Virus tuberculeuz. 

Facteurs de diffusion et leur signification, LVI, 597. 

Facteurs physico-chimiques de l’ecologie larvaire des anophéles au Tonkin, 
LU, 332. 

Fer actif de Baudisch, LI, 707. 

Fermentation. Propriétés fermentatives des sarcines, L, 675. 

Fermentation alcoolique. Voir Glucides. 

Feuilles. Teneur en manganése des F. vertes et des F. étiolées, XLIX, 492. 

Fiévre jaune dans les colonies du Niger, du Soudan et du Dahomey, XLIX, 
736. — F. expérimentale de la souris et du cobaye, LI, 553. — Sur 
les inclusions dans la F. LHI, 455. 

Flagellés leucophytes. Nutrition, LIII, 644. 

Fléole. Voir Bactlle paratuberculeuc. 

Formule leucocytaire. Voir Sang. 
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Formule leucocytaire chez les enfants vaccinés avec le BCG, XLIX, 750. — 
F. dans les intoxications ; mégamononucléose, LII, 316. 
Galleria mellonella. Immunité des chenilles de G. envers les différents 
types de B. tuberculeux, LIII, 404. 
Gametes @hématozoaires. Fécondation, XLIX, 75. 
Ganglions. Voir aussi Tuberculose. 
Ganglions de laine. Infectiosité spécifique des G. chez les paralytiques 
généraux, LIV, 282. 
Gangréne. Standardisation des sérums antigangréneux, XLIX, 387. 
Gastro-entérite infectieuse ds chats, LI, 202. 
Gélatine. Structure, XLVIII, 400. 
Globules rouges. Voir aussi Agg/utinogénes, Sang. 
G. et immunité, LI, 149. 
Glossines. Voir Trypanosomiuses. 
Glucides. Dégradation, LIII, 221. 
Gonocoque. Milieux de culture vaccinés pour lisolement du G., LV, 249. 
Guarana. Etude chimique de la pate de G. XLVIIJ, 476. — Existence et 
répartition de la caféine et de la théobromine dans les organes du 
Gy XUIX, 384: 
Hapténe lipoidique. Voir aussi B. tuberculeur, BCG. 
H. des extraits aqueux de bacilles tuberculeux vivants, LV, 38. — 
Purification de l’H. de bacilles tués par Ja chaleur, LV, 547. 
Hématoblastes. Voir Staphyloeoques. 
Hématozvaires. Voir Paludisme. 
Fécondation des gamétes d'H., XLIX, 75. 
Hémoculture. Voir aussi Bacillémie. 
H. du virus tuberculeux et ses résultats, L, 164. 
Hémolyse et cholestérologenése, LVII, 56. 
Hémoparasites des animaux domes'i jues : Ornithodorus lahorensis, LIV, 250. 
Hépatozoon. Cycle évolutif d’un H. de Gecko verticillatus, LVI, 376. 
Hérédité. Transmission héréditaire de infection syphilitique, LIV, 584. 
Herpés. Opacification du cristallin survenue chez des lapins en cours 
d’immunisation antiherpétique, L, 1417. — Virulence de l’ultravirus 
herpélique, LIV, 389. 
Hexachloréthane dans la lutte contre les moustiques, LVII, 323. 
Hexaméthyléne tétramine. Voir Urine. 
Huiles dolive et de foie de morue. Action sur la tuberculose expérimentale 
du cobaye et du lapin, XLIX, 319. 
Hydrogene sulfuré. Identification des Brucella par la production d’H., 
XLIX, 284. 
Hydroquinol. Sensibilité du bacille de la coqueluche vis-a-vis de I’H., LVI; 
413. ; 
Hypersensibilité. Voir aussi Allergie, Tubcrculose. 

Hlisto-cytolozie des réactions d’H. chez le cobaye, LIII, 598. 
Hyperthermie. Influence sur la production des agglutinines, Xi.IX, 220. 
Immunisation. Voir aussi Anatoxine diphtérique, Diphtérie, Epithelioma, 

Herpés, Pneumocoque. Tuberculose. 
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Contre !a diphtérie, L, 79. — I. locale contre la toxine diphtérique, 
LIV, 273. — Contre le sarcome de la souris, LV, 491. — I. de fragments 
du corps de chenilles ligaturées, XLIX, 473. — Elat réactionnel du 
poumon au cours de diverses I. pratiquées par voie sous-cutanée, LVI, 
597. — I. par inhalation, LII, 690. — 1. passive contre le tétanos, 
XLIX, 103. 

Immunité. Voir aussi Anticorps, Cancer, Diphtérie, Sérum, Tétanos, Tuber- 
culose. 

Immunité antilétanique naturellement acquise des ruminants, LVII, 82. 
Immunité antitoxique. Action toxique et immunisante+ de diverses toxines, 
LIV, 5 et 518. — Cancer des plantes et I. anticancéreuse, LI, 535. 
Immunité chez les plantes, LVII, 204. — I. des plantes vis-’-vis des mala- 
dies a virus, LIV, 461. — I. des chenilles de Galleria mellonella envers 
les différents types de B. tuberculeux, LIII, 404. — Globules rouges 
et J., LI, 149. — I. et digestion cellulaire, XLVIIJ, 481. — I. locale 
dans la diphtérie, XLVIII, 438. — Immunité locale a l’égard de la 
toxine dipbtérique, LVII, 677. — I. naturelle contre Ja rage du chien, 

LIII, 664. — I. paraspécifique conférée par le BCG, L, 433. 

Immunité et prémunition, LY, 385. — Relations entre l'allergie tubercu- 
linique et I’J., dans ta tuberculose. XLIX, 279. — Réle du systéme 
nerveux dans I'J., LVI, 700. 

Immunologie. Etudes sur le curare, LU, 102. — Observations sur la valeur 
comparative des vaccins solubles et insolubles, LIV, 715, 

Infection et vaccination des poules per os avec Ja pasteurella du choléra 
aviaire, XLVIII, 470. — J. expérimentale des lapins et titrage des 
sérums antimicrobiens, LUI, 120. — J. charbenneuse, L, 311. — 
I. mixte strepto-diphtérique, LILI, 325. — I. trypanosomienne cyclique 
chez les glossines, LV, 340. —J, tuberculeuse expérimentale, L, 5. — 
1. tuberculeuse spontanée du cobaye et du lapin, L, 148. 

Inflammation. Action des foyers inflammatoires locaux, LI, 673. 

Inhibitrices. Propriétés vis-a-vis du paratyphique A, LI, 276. 

Insectes. Voir Rayons solaires. 

Insectes nuisibles. Lutte contre les I., LV, 709. 

Institut Pasteur. Réorganisation, LIII, 5. 

Intozications. Voir Formule leucocytaire. 

Invertébrés. Réactions 4 inoculation de substances a propriétés cancéri- 
genes, XLIX, 234. 

Irradiation mitogénétique. Evolution des moisissures sous !’influence de 1’/, 
LVIL, 193. 

Laccol. Constitution, L, 763. 

Lapins. Voir aussi BCG, Herpes, Tuberculose. 

Atténuation de la bactéridie charbonneuse par la lymphe périto- 
néale, LI, 40. — Epithélioma intracutané et pouvoir immunisant, LVI, 
125; LVI, 343. — Immunisation par des échantillons d’anatoxine 
diphtérique de valeur antigéne différente, LI, 565. — Infection expé- 
rimentale, LIII, 120. — Prémunition antituberculeuse du L. nouveau- 
né au moyen du BCG, LIV, 697. 
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Laque. Sur le latex de l’'arbre 4 L. du Cambodge, LI, 68. 

Latex. Voir Laque. 

Lécithine. Influence sur la biologie du B. tuberculeux humain, XLIX, 194. 

Légumineuses. Bactéries radicicoles, LVI, 224. 

Leishmaniose. Histo-physio-pathologie de l’ceil et du systéme nerveux dans 
la leishmaniose du chien, LVII, 463. — Identification des différentes 
souches, LVII, 487. — Valeur des procédés de laboratoire pour le 
diagnostic de Ja L. canine naturelle, L, 539. 

Lépre. Voir Virus lépreuz. 

Infection lépreuse des rats par la voie oculaire, LV, 632. 

Leucocytes. Bases expérimentales de la transfusion, LVL, 243. 

Leucocytose. Voir Systéme nerveux. 

Leucose et sarcomatose des poules, LV, 501. 

Levure. Voir Ostéites. 

Lille. Pasteur a L., LIL, 244. 

Lipides. Action des L. des organes sains des mammiféres sur l’évolution 
de la tuberculose du cobaye et du lapin, LI, 697. 

Lipoidiques. Voir aussi B. tuberculeux, BCG, Lipides. 

Fractions, LV, 433. 

Liquide céphalo-rachidien. Propriétés biologiques, XLIX, 429. — Propriétés 
neurolytiques, LI, 265. 

Lymphogranulomatose. Voir Maladie de Nicolas et Favre. 

Lyse. Voir aussi Bactériophage et Bactériophagie. 

Fixation du principe lytique, LII, 148. — Phénoménes observés 
dans les cultures de |’ Actinomyces bovis Bostroem, LVI, 470. — Prin- 
cipes lytiques, L, 306. — Sérums antilytiques, L, 299. — L. transmis- 
sible du staphylocoque doré, LI, 605. 

Lysogénes. Voir Bactéries lysogénes. 

Maladie d@ Aujeszky. Deux cas observés en France, LVI, 395. — Virus de la 
M., LI, 364 ; LIL, 554 et LIV, 149. 

Maladie de Bang en Yougoslavie chez Vhomme, LVI, 620. 

Maladie de Carré. Recherches histo-pathologiques sur la M., LI, 215. 

Maladie de Nicolas et Favre, XLVIII, 27. 

Maladie de Weil. Anticorps spécifiques de l’urine, LVI, 206. 

Maladie du Sommeil. Lutte au Cameroun, XLVIII, 481 ; LUI, 174. 

Maladies a virus. Voir Plantes. 

Maladies intestinales du ver a soie, LIV, 627. 

Manganése. Importance pour les animaux, LIV, 424. — Teneur en M. des 
feuilles vertes et des feuilles étiolées, XLIX, 492. 

Maroc. \, Institut Pasteur a Casablanca, LI, 4. 

Matiéres amylacées. Connaissances sur |’état micellaire, XLIX, 500. 

Mécanisme de l’infection tuberculeuse, L, 5. — M. de l’infection charbon- 
neuse, L, 311. 

Méditerranée. Voir Typhus murin. 

Mégamononucléose. Voir Formule leucocytaire. 

Mélanine choroidienne purifiée dans la séro-floculation palustre, LV, 208. 

Mélitococcie. Voir aussi Brucella, Allergie. 


TABLE DES SUJETS TRAITES (TOMES 48 A 537) 745 


Séro-diagnostic de Wright chez la brebis atteinte de M., 
MCW 372° 

Mélitococcie ovine. Réaction allerzgique comme procédé de diagnostic, 
L, 632. 

Méningite cérébro-spinale, XLVII, 647. — Virulence des méningocoques, 
L, 654. 

Méningite tuberculeuse, LV, 8. 

Méningocoque. Voir Infection expérimentale des lapins, LIII, 120. 

Méningite cérébro-spinale et virulence, L, 651. 

Microbes. Milieux colloidaux pour la culture, LV, 486. — Utilisation dans 
la lutte contre les insectes nuisibles, LV, 709. 

Microbes anaérobies. Culture a l'aide de produits leucocytaires et bacté- 
riens, XLVIII, 179. 

Microbiologie du bacille tuberculeux du type bovin, LVI, 400. — M. des 
sols sahariens, LV, 573. — M. du sol, XLVII, 89, 269. 

Microculture du virus tuberculeux et son importance pour le diagnostic 
précoce de la tuberculose rénale, XLIX, 608. 

Milieu bilié. Bacille tuberculeux d’origine humaine cultivé pendant vingt- 
deux années consécutives sur M., L, 599. 

Milieux colloidaux pour Ja culture des microbes, LV, 486. 

Milieux de culture pour Visolement du gonocoque, LY, 249. M. pour la pré- 

paration de la tuberculine, LVI, 114. 

Moisissures. Cycle dévolution sous influence de l’irradiation mitogéné- 
tique, LVII, 193. 

Moustiques. L’hexachloréthane dans la lutte contre les M., LVII, 325. 

Mouton. Bradsot du M. islandais, XLVIII, 604. 

Mycobacterium tuberculosis. Voir B. tuberculeusx. 

Mycoses. Diagnostic par les méthodes de laboratoire, LV, 182. 

Nerf trijumeau. Introduction de différents irritants dans le N., LVI, 452. 

Nerveux (Systeme) dans la leishmaniose du chien, LVII, 463. 

Neuroprobasie centripéte. M4canisme de la N. de lVultravirus herpétique, 
LLV, 389. 

Neurosyphilis. Voir aussi Syphilis. 

Pathogénie de la N., LVI, 481. 

Neurotoxines, LILI, 664. 

Nickel. Importance physiologique, LIII, 371. 

Nitrification. Organisme de la N., L, 350. 

Nourrissons. Voir BCG. 

Nutrition de quelques champignons saprophytes et parasites, LIT, 76. — 
N. de quelques euglénes, L, 550 et 840. — N. des Flagellés leuco- 
phytes, LIL, 641. N. des Trypanosomides, LI, 55. — N. des bacté- 
ries parahémotrophes, LI, 707. 

Oculaires. Inoculations expérimeatales de B. tuberculeux, LIV, 556. 

OEcologie larvaire des anophéles au Tonkin, LII, 332. 

OKil. Histo-physio-pathologie de !’OE. dans la leishmaniose du chien, 
LVI, 463. 

OEuf. Allergie au blanc d’OE., L, 270. 


746 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Or. Peut-on compter 1’0. parmi les éléments de la matiére vivante?, 
XLIX, 124. 
Organes isolés. Réactions vasculaires sur les O., XLIX, 358. 
Ornithudorus lahorensis, LIV, 230. 
Ostéites dues au Sporotrichum gougeroti et a une levure, LIT, 424. 
Oxytrophie et nutrition des Flagellés leucophytes, LI, 644. 
Paludisme. Voir aussi Hémat:z aires. 
Chimiothérapie, L, 731. — Plasmodium faleiparum dans le sang cir- 
culant, LV, 623. 
Paludisme aviaire. Produits actifs dans le P., LI, 528. 
Palutisme des passereaux & Plasmodium relictum, LIII, 101. 
Paralysie diphtérique expérimentale, LII, 5; LIV, 185. 
Paratub-rculeux. Voir Bailles paratuberculeux. 
Paratyphique A. Voir Inhibitrices. 
Passereanz. Voir Paludisme. 
Pasteur a Lill , LIT, 241. 
Pastrurella. Voir Choléra aviaire. 
Pdte de Guarana. Etude chimique de la P., XLVIII, 476. 
Peau. Absorption des antitoxiues, LI, 1147. — Action toxique et immuni- 
sante de la toxine diphtérique appliquée sur la P., LIV, 5. — Passage 
a travers la P. des su stances du sérum, LI, 146. — Réle dans la 
sarcomatose de la souris, LV, 402. — Réle dans linfection charbon- 
neuse, LI, 32 et 38. 
Pébrine. Infection dosée dans l’étude de la biologie de la P., LVI, 584. 
Péritoine. Iufection rabiju- par la voie péritonéale, LII, 141. 
Peste. Voir aussi B. pesteux. 
Lé-ions histelogiques dans la P. pulmonaire expérimentale du 
cobaye, LIL, 1 5. Vaccination antipestique, XLVIII, 744. 
Peste aviaire d Eyy te, XLVI, 208, 
Peste bovine, XLVI, 377 et 648. 
Phénoméne d@’Arthus. Voir Allergie hémorrugique, L, 89. 
Phénoménex microbiologiques d-s sols sahariens, LY, 573. 
Phénomene de Sanarelli et de Shwartzman, XLIX, 131. 
Phénoméne d: Twort-d Hérelle. Voir Bactériophaye. 
Phusphore. Voir Ble. 
Te eurs eu soufre et en P. de plantes cultivées sur le méme sol, 
LVI, 644. 
Pigments caroténoi les de deux bactéries acido-résistantes, LIV, 383. — P. 
de quelques bactéries, LI, 415. 
Piroplasmoses. Voir aussi Theileria. 
Prémunition contre les P. bovines, LI, 284. 
Plantes. Voir Cancer, Phosphore, Soufre. 
Immunité chez les P., LVil, 204. —Immunité vis-a-vis des maladies 
& virus, LIV, 461. 
Plasma oxuluté. Voir Staphylovoque. 
Plasmodium falciparum. Plasmodium relictum. Voir Paludisme. 
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Pléomorphisme de l’agent du rouge du poisson salé, LV, 235. 

Plomb, Action favorisante du P. dans les hydrogénations, LI, 630. — 
Existence dans la terre arable, LI, 52. 

Pneumocoque. Voir aussi Antivirus pneumococcique, Sérums. 

Immunisation anti»neumococcique, LVI, 668. — Infection expé- 
rimentale des lapins, LIII, 120. — Qualités propres aux sérums de 
diverses espéces animales par rapport au P., LI, 503. — Variations 
des P. conservés en dehors de l’organisme, LV, 294. 

Poisson salé. Voir Pléomorphisme. 

Poliomyélite. Voir aussi Vaccination. 

Poliomyélite expérimentale du singe, LIL, 444. 

Poradénolymphite. Voir Maladie de Nicolas et Favre. 

Pore. Action du BCG sur le P., LIV, 332. 

Poules. Voir Choléra aviaire, Sptrochéte. 

Leucose et sarcomatose, LV, 501. 

Poumon. Etat réactionnel an cours de diverses immunisations, LVI, 597. — 
Virus rabique dans le P., LIII, 43. 

Prémunition. Voir BCG, Immunité, Piroplismoses, Vaccination, Tuberculose. 
P. antituberculeuse du cobaye et du lapin, LIV, 697. — P. par le 
vaccin BCG chez les indigé es d’Algérie, LILI, 509. 

Protéides du bacille tuberculeux, LILI, 72. 

Protéine C. Etude des acido-globulines et de la P., LVII, 443. 

Protogénes tubercu eux. Culture, LIV, 676. 

Protozoaires. Faune des P. de quelques sols du Sahara, LVI, 101. 

Pulpes organiques. Voir Peste. 

Pustule vaccinale et antivirusthérapie, LIII, 684. 

Quinoléine. Voir Paludisme aviaire. 

Races microbiennes. XLIX, 545. 

Radiations. Tuermothérapie générale, LII, 23. 

Rage. Voir aussi Encéphalomyélite. Scmmaire du numéro commémoratif sur 
la rage (publié le 25 octobre 1933), LV, 754. 

R. autochtone en A. O. F., L, 778. — Cas produit par un virus 
rabique des rues a virulence renforcée, XLVIII, 301. R. du chien. 
Immunité naturelle, LILI, 664. — Enfant né d'une mére en état de 
R., LV, 124. — Etudes sur la R., XLIX, 656. — Infection rabijue par 
la vore péritonéale, LII, 1441. — Réversibilité du virus rabique fixe, 
XLVIII, 735. — Traitement antrahique au Tonkin, LII, 352. — 
Vaccinations antirabiques a | Institut Pasteur en 1931, XLVIII, 676 ; 
en 1932, L, 745; en 1943, LII, 709; en 1934, LIV, 764; en 1935, LVI, 
747. — Vaccinations antirabiques a Kioto, LIJ, 473. — Va-cination 
préventive des chiens, XLIX, 332. — Virus rabique de rue a viru- 
lence renforcée, XLIX, 435. — Virus rabique fixe de l'Institut Pas- 
teur de Hanoi, LVII, 628. 

Rats. Infection lé;reuse, LV, 632. 

Rayonnement mitogénétique, LIV, 259. 

Rayons solaires Action sur les spores de bactéries pathogénes pour les 
insectes, LIU, 93. 


748 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


/ 

Réaction de Bordet-Wassermann. Action de certains sels sur la R., 
LV, 417. — R. dans le sérum débarrassé de la fraction précipitable 
par l’acide chlorhydrique, LVI, 47. 

Réaction d’éclaircissement dans la syphilis, XLIX, 753. 

Réaction de fixation du complément dans le sclérome, LV, 441. — R, non 
spécifiques avec des antigénes hétérogénes dans le sclérome, LVII, 
105. 

Réaction de floculation de Ramon, effectuée avec une quantité d’antigéne 
constante, LII, 146. 

Réaction de Henry. Mécanisme, LII, 193. 

Réactions locales d’hypersensibilité. Histo-cytologie des R. chez le cobaye, 
LIII, 598. 

Réaction d’opacification de Meinicke pour le séro-diagnostic de la syphilis, 
LI, 737. 

Réaction de précipitation spécifique. Titrage des sérums antipneumococ- 
ciques, LVI, 52. 

Réactions vasculaires sur les organes isolés, XLIX, 358. 

Rhumatisme infectieux spontané de la souris, XLVII, 308. 

Rouge du poisson salé, LV, 255. 

Ruminants. Digestion de la cellulose, LV, 676. — Origine de. l'immunité 
antitétanique naturellement acquise des R., LVII, 82. 

Sahara. Voir brotozoaires. 

Sang. Voir aussi Bacillémie, Formule leucocytaire, Hémoculture. 

Action du S. normal sur la lyse transmissible du staphylocoque 
doré, LI, 605. — Dosage de l’anticorps ovalbuminique dans le S. des 
sujets allergiques au blanc d’ceuf, L, 270. — Modifications sanguines 
provoquées chez le chien par le venin de Lachesis atrox, XLIX, 443. 
— Modifications sanguines provoquées par les venins ophidiques 
LV, 46 et 148. — Présence du Corynebacterium diphterie dans le S. 
LV, 239. 

Sang circulant. P. falciparum dans le S., LV, 623. 

Saponine. Role de la S. dans la vaccination anticharbonneuse, LVI, 535. 

Saprolegnia. Voir Champignons. 

Sarcina gigantea. Etude cytologique de S., LI, 742. 

Sarcines. Propriétés fermentatives, L, 673. 

Sarcomatose de la souris, LV, 402; des poules, LV, 501. 

Sarcome de Ja souris, LIII, 341; LV, 491. — Influence de divers agents 
physiques sur un S. d’Ehrlich de la souris, LVII, 546. — Traitement 
préventif ou curatif d’un S. d’Erlich de la souris, LVI, 631. 

Sauterelies migratrices. Epidémie chez les S., LVII, 91. 

Schizontes. Voir Puludisme. 

Sclérome. Réaction de fixation du complément dans le S., LV, 444. — 
Réactions de fixation non spécifiques, LVII, 105. 

Scorpion. Voir Venins. 

Sels. Action de certains S. sur la réaction de Bordet-Wassermann, LV, 417. 

Séro-diagnostic. Voir Mélitococcie, Syphilis. 
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Séro-floculation. Emploi d’une mélanine choroidienne purifiée dans la S. 
palustre, LV, 208. 

Sérum. Voir aussi Anticorps, Réaction de Bordet- Wassermann, Venins. 

Passage a travers la peau des substances du S. autres que l’anti- 

toxine, LI, 146. — Pouvoir floculant du S. des cancéreux, LV, 108. 
— Qualités propres aux S. de diverses espéces animales, LI, 803. — 
Température critique, XLIX, 778; L, 127; LII, 540; LIV, 442. — 
Titrage des S. antipneumococciques, LVI, 52. — Toxicité, LIT, 282. 

Sérum antidiphtérique. Relation entre le pouvoir antitoxique, le nombre 
de division de « L-+ » et le coefficient de dilution du S., LVI, 427. 

Sérum antigangréneux. Standardisation, XLIX, 387. 

Sérums antilytiques, L, 299. 

Sérums antimicrobiens, Tilrage par la méthode sous-arachnoidienne, LIII, 
120. 

Sérum antistreptococcique. Préparation, L, 608. 

Sérum antitoxique. Valeur comparative, XLIX, 303. 

Sérums antivenimeuz. Voir Antigénes, Venins. 

Sérums sanguins Propriétés physiques, LIII, 379. — Role du CO? dans cer- 
taines propriétés du S., LVII, 545. 

Serums thérapeutiques. Préparation contre le venin de scorpion, LVII, 240. 
— Titrage, LVII, 221 et 695. 

Singes. Voir BCG, Poliomyélite. 

Typho-bacillose, LI, 184. 

Sodium. Voir Plomb. 

Sol. Microbiologie, XLVIII, 89 et 269; L, 350; LVI, 221. — Teneurs en 
soufre et en phosphore de plantes cultivées sur le méme S., LVI, 644. 
— Teneurs en soufre et en azote, LVII, 79. 

Sols sahariens. Faune des protozoaires de quelques S. du Sahara, LVI, 101. 
— Phénoménes microbiologiques des S., LV, 573. 

Soufre. Apports atmosphériques de -— combiné aux terres arables, LVI, 5. 
— et phosphore dans les diverses parties du grain de blé, LI, 669. 

— Teneurs comparatives en S. et en phosphore de plantes cultivées 
sur le méme sol, LVI, 644. — Teneurs en S. et en azote, LVII, 79. 
Souris. Voir Fiévre jaune, Peau, Rhumatisme infectieux, Sarcome, Syphilis. 

Immunisation contre le sarcome de la S., LV, 491. — Influence de 
divers agents physiques sur un sarcome de la S., LVII, 516. — Trai- 
tement préventif ou curatif d’un sarcome de la S., LVII, 631. 

Spermophile. Sensibilisation anaphylactique, LVI, 477. 

Spirochéte. Culture du S. des poules, LI, 477. — Transmission a l’homme 
du S. infectant dans la nature, LII, 166. 

Spirochétogéne syphilitique, LV, 698. 

Spirochétose méningée expérimentale, XLIX, 343. — S. osseuses, XLIX, 480. 

Sporotrichum gougeroti. Voir Champignons, Ostéites. 

Staphylocoques. Voir aussi Anticorps staphylococciques, Toxine staphylococ- 
cique. 

Action des sécrélions staphylococciques sur les hématoblastes, LIV, 
428. — Action du S. sur le plasma oxalaté, LI, 14. — Action toxique 
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et immunisante de diverses toxines, LIV, 518. — Toxine staphylococ- 
cigue, LV, 129. — S. doré. Action du sang sur la lyse transmissible 
du S., LI, 605. 

Staphylotoxine. Etude de la lyse des cellules sanguines par laS., XLVIII, 19. 

Sterigmutocystis nigra. Influence de l’aluminium sur le S., XLIX, 140. 

Streptocoque. Voir Infection expérimentale des lapins, LIKI, 120. 

Streptobucillus moniliformis. Voir Raumatisme infectieux. 

Streptocoque. Infection mixte strepto-diphtérique, LUI, 325. — Spécificité 
des S., LIV, 245. 

Strychnine, Neutralisation des propriétés toxiques du sulfate neutre de S., 
XLVIILI, 449. 

Sulfates. Importance des S. comme engrais, L, 344. 

Sulfwes minéraux dans une terre arable, XLIX, 495. 

Surinfections. Voir Tuberculose, L, 3. 

Syphilis. Adénopathie régionale avec présence de tréponémes chez le 
cobaye atteint de S. expérimentale, LI, 714. — Etude pathogénique 
de la neuro-syphilis, LVI, 481. — Mise au point de certaines questions 
de S. expérimentale, LVII, 5. — Réaction d’éclaircissement dans la S., 
XLIX, 753. — S. apparente chez le cobaye, XLIX, 811. — Recherches 
expérimentales sur la S., L, 222; LVI, 244. — Transmission expéri- 
mentale de ja S a l’espéce bovine, LUI, 23. — Infection syphilitique 
inapparente chez la souris blanche, LtV, 584. — Réation d’opacifica- 
tion de Meinicke pour !e séro-diagnostic de la S., LI, 737. 

Syphilis tardive. Formes minuscules du Spirocheta pallida, LV, 698. 

Systeme nerveux. Action pathogéne de Trichomonas fetus pour le S. cen- 
tral, LV, 654. — S. dans la leishmaniose généralisée du chien, LVU, 
463. — Role du S. vans ’immunité, LVI, 700. 

Température critique du sérum, XLVilI, 187; XLIX, 778; L, 127; LU, 540. 

Terre arahle, Plomb dans la T., LI, 52. — Sufre combiné aux T., LVI, 5. 

Sulfures minéraux dans une T’., XLIX, 493. 
Tétanos. Voir Anatoxine, Immunisulion, Tuxine et antitoxine tétaniques. 
Immunité antiltétanique naturellement acquise des Ruminants, 
LVI, 82. Immunisation par inhalation, LIf, 690. — Sort de la toxine 
tétanique dans le tube digestif, LVI, 87. 

Theileria dispar. Cycle évolutif de T. chez le beeuf et chez la tique, LVII, 30. 

Théobromine. ixistence et repartition dans les organes du guarana, XLIX, 
381. 

Thermothérapie vénérale par les radiations 4 ondes courtes, LII, 23. 

Thrombi po-t-opératoire-, LIV, 428. 

Pique. Cycle évolutif de Theileria ixpar chez la T., LVII, 30. — Ornitho- 
dorus e rat:cus Vel marocanus 4 Dakar, LII, 166. 

Titrage. Voir aussi Sé ums. 

— T. des s*rums antipneumococciques, LVI, 52. 
— T. des sérums antimicr. biens, LIII, 120. 
Tonkin. Voir aussi Cancer. 


Lirves d’anopheéles au T., LI, 656. — Traitement antirabique au T., 
LI, 352. 
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Toxines. Immunité antitorique, LIV, 318. — Action de divers composés chi- 
miques sur les toxines bactériennes, LIV, 325. 
Toxine diphtérique. Voir Diphtérie, Immunité locale. 

Cuti-réaction 4 la toxine diphtérique, LV, 380. — Milieu de culture 

pour la production de la T., LV, 474. 

Toxine staphylococcique, Lil, 597; LV, 129. 

Toxine tétanique. Voir aussi Tétanos. 

Sort dela T. dans le tube digestif, LVI, 87. 

Treponema pallidum. Voir Syphilis. 

Tréponemes. Présence de T, chez le cobaye atteint de syphilis expérimentale, 
LI, 7414. 

Trichomonas fwtus. Action pathogéne de T., LV, 654. 

Trypanosomiase. Lésions des centres nerveux dans la T. humaine, LIV, 91. 
— Infection, LV, 340. 

Trypanosomides. Nutrition des T., LI, 55. 

Tuberculine. Voir aussi Tuherculose, Allergie, BCG, Hypersensibilité. 

Allergie comparée, LI, 584. — Allergie tuberculinique et immunité 
dans la tuberculose, XLJX, 279. — Nouveau milieu nutritif, LVII, 114. 
— Méthode de purification, LVII, 622. — Probléme physico-chimique, 
LVI, 563. — Evolution de Ja sensibilité chez le cobaye, LII, 252. 

Tuberculose. Voir Allergie, Bacillémie, Bacille tuberculeux, BCG, Microcul- 
ture, Milieu bilié, Virus tube culeuxr. 

Action des huiles d’olive et de foie de morue sur la tuberculose du 
cobaye et du lapin, XLIX, 319. — Allergie tuberculeuse et anaphy- 
laxie, LVII, 1434. — Allergie tuberculiniyue et immunité dans la 7\., 
XLIX, 279. — Eléments filtrables du virus tuberculeux, L, 504. — Le 
BCG utilisé comme moyen curatif, LVII, 152. — T. expérimentale, 
LI, 697. — Exsudats tuberculeux os!éo-articulaires et ganglionnaires, 
XLVI, 725. — Infection tuberculeuse spontanée du cobaye et du 
lapin, L, 1448. — Hémoculture du virus tuberculeux, L, 164. — Les 
nouveaux laboratoires de recherches sur la tuberculose et de prépa- 
ration du BCG, XLVIIS, 1. — Infection tuberculeuse expérimentale, 
L, 5. — Méninyite tuberculeuse, LV, 8. — Pouvoir prémunisant anti- 
tuberculeux des bacilles 4 colonies lisses, LVI, 609. — T. primitive 
de la conjonctive chez ’homme, LIV, 653. — Relation de la réaction 
de sédimentation, bacillémie et rapport monocyte-lymphocyte chez le 
cobaye tuberculeux, LI, 428. — Relations entre la 7. et la démence 
précoce, LIII, 156. 

Tuberculose rénale. Microculture et diagnostic, XLIX, 608. 

Typho-bavitlose du singe et de homme, LI, 184. 

Typhus exanthématique, LIV, 341. — Cultures de tissus, LIII, 654. — T. et 
son origine murine, LI, 290. 

Typhus murin dans le bassin oriental de la Méditerranée, LI, 290. 

Ulcére vénérien adénogéne. Voir Maladie de Nicolas et Favre. 

Ultrafiltration en bactériologie, LI, 377. 

Ultravirus. Voir aussi Virus tuberculeuz. 
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Manifestations d’un U. « saprophyte » dans l’organisme du chien, 
LVII, 244. 

Ultravirus herpétique. Virulence, LIV, 389. 

Ultravirus typhique dans Vorganisme animal, LI, 170. 

Urines. Voir aussi B. tuberculeuz. 

Anticorps de la maladie de Weil dans I’'U., LVI, 206. — Pouvoir 
antiseptique aprés administration de l’héxaméthyléne tétramine, LI, 
231. 

Vaccination. Voir aussi Anatoxine, BCG, Bradsot, Charbon, Cholera aviaire, 
Clavelée, Diphtérie, Peste, Rage, Tétanos, Tuberculose. 

Vaccination associée dans l’armée, L, 446. — Recherches expérimentales, 
LI, 407. 

Vaccination contre la poliomyélite antérieure aigué, LV, 365. 
tuberculose par Je BCG dans les familles de médecins, XLIX (Supplé- 
ment). 

Vaccine. Virus de la V., LV, 227. 

Vaccins solubles et insclubles en immunologie, LIV, 715. 

Variation (Voir aussi Dissociation) microbienne observée dans une souche 


de B. dysenteriz, LIV, 715. — V. des souches de pneumocoques con- 
servées en dehors de J’organisme, LV, 294. 
Venins. Voir aussi Antigénes. ‘ 

Action sur les globules sanguins, LV, 46 et 148. — Injection sous- 
cutanée d’eau contre les accidents dus aux V., LVII, 127. — Anti- 
génes des V. et anticorps des sérums antivenimeux, LV, 37; LVI, 
171; LVI, 541. — Modifications sanguines provoquées chez le chien, 


XLIX, 445. -— V. de scorpion. Sérum contre le V., LVII, 240. 

Ver a soie. Voir Dysenteries infectieuses, 

Mala lies intestinales du V., LIV, 627. 

Vibrio enteritidis, Ll, 640. 

Vibrion isolé & Damas dans des cas de diarrhée d’été chez ’homme, LI, 
640. 

Vibrion cholérique. Voir Choléra. 

Vy. et vibrion El Tor. Analyse des récepteurs du V., LYI, 68. 

Vibrion septique de Pasteur, LV, 74. — Les agglutinogénes du V., XLIX, 
303. 

Virulence microbienne, XLIX, 539. 

Virus. Voir Plantes, Typhus exanthématique. 

V. de la « Maladie d’Aujeszky », LU, 361. — V. de la viccine, LV, 227. 

Virus des mosaiques. Sur une propriété commune aux génes et aux V., 
LVI, 165. 

Virus lépreux. La sensibilité au V. n’est pas plus grande chez les jeunes 
que chez les adultes, LVII, 583. 

Virus rubique. Voir aussi Rage. 

Y. fixe de l'Institut Pasteur de Hanoi, LVII, 638. Sur la présence du V. 
dans le poumon, LIII, 43. ; 

Virus sensibilisé. Vaccination anticlaveleuse par V., LI, 764. 

Virus syphilitique. Voir aussi Syphilis. 
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Cycle évolutif, LVI, 251. — Hypothése de l’existence d’une forme 
invisible 'du V., LVII, 5. — Variations morphologiques, !multiplica- 
tion et action pathogéne, LIII, 243. 

Virus tuberculeux. Voir aussi B. tuberculeux, Tuberculose. 

Etude de, l’ultravirus tuberculeux. XLVIII, 144; LI, 584; LI, 406; 
LVII, 171. — Etude des éléments filtrables, L, 804. — Méhode d’hé- 
moculture duV. el ses résultats, L, 161. — Mise en évidence du V. 
dans divers produits pathologiques et dans le sang, LII, 406. — Mise 
en évidence du V. dans le sang, par la méthode des injections 
d’extrait acétonique de bacilles de Koch, LV, 273. — Protogénes, 
LIV, 676. — Variations biologiques du V., LIII, 54. — Variations 
des caractéres de cultures des bacilles issus des éléments filtrables, 
LI, 449. 

Vitamines. Action combinée du zinc et des V., dans l’alimentation des 
animaux, LV, 265. 

Vitamine C. Action sur la toxine diphtérique, LVI, 443. 

Zine. Action combinée du Z. et des vitamines dans |’alimentation des ani- 
maux, LV, 263. — Teneur comparée en Z. des feuilles vertes et des 
feuilles étiolées, LIT, 249. 
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